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Introduccion

1. ADNY CROMATINA

El ADN (acido desoxirribonucleico) es la biomolécula constituyente del material genético, responsable
de posibilitar todos los procesos bioldgicos de la célula y de transmitir dicha informacion genética a la
descendencia (Avery et al., 1944). Teniendo en cuenta esto, se puede entender el genoma como la totalidad
del material genético asociado al ADN que posee una célula, incluyendo no sélo las regiones codificantes
(que, por ejemplo, en el caso del ser humano -tabla 1- constituyen Gnicamente el 1-1,5% del genoma), sino
también aquellas regiones no codificantes. Entre estas Ultimas se incluyen los intrones (25% del genoma),
secuencias de ADN repetitivo y duplicado (60%) y pseudogenes (14-13,5%), siendo todas ellas
fundamentales para regular la expresion diferencial de las regiones codificantes de acuerdo con las
necesidades celulares (Makalowski, 2001). Ademas, en el caso de células eucariotas, el genoma incluye
tanto el ADN nuclear como el ADN contenido en diferentes organulos celulares de origen procariota, como
mitocondrias o plastos.

Tabla 1. Informacion sobre el genoma de diferentes organismos modelo y del H. sapiens. Datos obtenidos a partir de la
base de datos genémica del National Center for Biotechnology Information (NCBI) con referencias R64 (S. cerevisiae),
WBcel235 (C. elegans), Release 6 plus ISO1 MT (D. melanogaster), GRCm39 (M. musculus) y GRCh38.p13 (H. sapiens)
y del proyecto GENCODE, orientado a identificar y caracterizar de forma precisa todos los genes de las especies H.
sapiens y M. musculus (Frankish et al., 2019).

Organismo Tamafio Region N° de genes N° de Contenido
g (Mb) codificante (%) codificantes cromosomas C+G (%)
S. cerevisiae
(Levadura) 12 70 ~ 6.000 16 38.4
C. elegans 97 = 10,000 . .
(Nematodo) . ,
D. melanogaster
(Mosca de la fruta) 180 13 ~ 13.600 4 42,1
M. musculus
(Ratén) SRR 1-15 ~ 22.000 20 425
H. sapiens 3.000 1-15 -~ 10.800 ’a 204

(Ser humano)

El ADN nuclear, también denominado ADN cromosémico, se encuentra formando parte de la
cromatina, una estructura ribonucleoproteica altamente compleja y conservada en organismos eucariotas
gue posibilita su empaquetamiento en el interior del nicleo de forma totalmente organizada (Liy Zhu, 2015).
Las unidades estructurales béasicas de la cromatina son los nucleosomas (Kornboerg, 1974), los cuales
estan conformados por octameros de proteinas histonas en torno a los cuales se acopla una seccion de
ADN de 146 pares de bases. Esto es posible gracias a las interacciones electrostaticas entre los grupos
fosfato (carga negativa) del acido desoxirribonucleico y los residuos de lisina (carga positiva) de las
proteinas. De esta manera, el ADN se estabiliza alrededor de dicho octamero, en torno al cual gira 1,65
veces, formando lo que se conoce como core del nucleosoma. Las histonas que conforman dicho octdmero
son 4 (H2A, H2B, H3 y H4), de forma que cada una de éstas aparece por duplicado en el complejo formando
heterodimeros (2 heterodimeros de H2A-H2B y 2 heterodimeros de H3-H4). Durante la formacion de los
nucleosomas en la fase S del ciclo celular, a lo largo de la cual la replicacion del ADN tiene lugar, cada uno
de los heterodimeros H2A-H2B se incorpora de manera independiente al complejo, mientras que los
dimeros H3-H4 forman previamente un tetramero a través de la interaccion de las histonas H3 que contiene
cada uno de ellos. Una vez formado, este tetrAmero se une a cada uno de los dimeros mediante
interacciones H2B-H4, lo cual estabiliza el core del nucleosoma. Cada uno de estos octameros de histonas
estan separados entre si por una seccion de ADN de 20 pares de bases envuelto alrededor de una quinta
histona H1, seguido de otra seccion de ADN espaciador libre de unos 50 pares de bases de longitud. Todo
ello conforma una fibra de cromatina de unos 10 nm de diametro, lo cual posibilita reducir la longitud del
ADN nuclear unas 6 veces. En este punto, la fibra de cromatina de 10 nm experimenta a su vez un nuevo
grado de empaquetamiento a través de interacciones entre histonas H1 para generar asi una fibra de
cromatina de 30 nm de didmetro mucho mas reducida en longitud.
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Posteriormente, a partir de plegamientos de la fibra de 30 nm sobre si misma, se constituye la conocida
como eucromatina, una estructura que, ahora si, garantiza el mantenimiento del material genético en el
ndcleo celular al mismo tiempo que posibilita el desarrollo de procesos biol6gicos tales como la
transcripcion, replicacion del ADN o reparacién de lesiones génicas. La eucromatina constituye alrededor
del 90% del material genético durante la interfase celular. EI 10% de material genético restante es
heterocromatina, la cual se caracteriza por presentar un grado de compactaciéon ain mayor. Esta region es
transcripcionalmente inactiva y contiene secuencias de ADN altamente repetitivas (Babu y Verma, 1987).
Finalmente, cuando las células entran en mitosis, la totalidad de la cromatina experimenta el mayor grado
de compactacion posible, lo cual genera los cromosomas metafasicos, en los cuales el ADN se encuentra
condensado unas 10.000 veces (Batty y Gerlich, 2019).

Las 4 histonas que forman parte del core del nucleosoma son el resultado de la evolucion a partir de
un Unico precursor evolutivo y, por lo tanto, presentan una estructura altamente conservada. Dicha
estructura se caracteriza por presentar un dominio de ensamblaje central (histone-fold domain) que permite
la unién entre histonas para formar los octdmeros y que esta formado por tres hélices a (a1, de 11
aminoacidos; 02, de 27 aminoéacidos; y a3, de 11 aminoacidos) separadas entre si por dos pequefios bucles
(L1 y L2) de 10 y 8 aminoécidos, respectivamente (Arents y Moudrianakis, 1995; Baxevanis et al., 1995).
Asi, la diferencia entre cada una de las 4 histonas viene determinada principalmente por sus extremos C’-
y N’- terminales, de longitud variable, que quedan expuestos hacia el exterior de los nucleosomas.

Junto con las histonas candnicas ya mencionadas, sintetizadas e incorporadas en el nucleosoma
durante la fase S del ciclo celular, en organismos superiores, el proceso evolutivo ha permitido diversificar
aun mas la familia de histonas. Asi, han apareciendo otras variantes que, ocasionalmente, pueden sustituir
a alguna de las candnicas y pasar a formar parte de los nucleosomas, esta vez de forma independiente a
la fase del ciclo celular en la que se encuentre la célula (Henikoff y Smith, 2015) (tabla 2). Multitud de
estudios sobre las histonas alternativas identificadas han demostrado que éstas estan implicadas en la
regulacion de diversos procesos celulares, logrando una adaptacion, diferenciaciéon y control exhaustivos
de la estructura de la cromatina en funcion de los requerimientos celulares en cada momento. Para la
histona H3 se han descrito un total de 8 variantes diferentes: CENP-A, H3.2, H3.3, H3.1 (especifica de
mamiferos), H3.1t y H3.5 (especificas de testiculos de mamiferos) y H3.X y H3.Y (Unicas de primates). De
entre todas ellas, cabe destacar la funcion de CENP-A, que sustituye a la histona H3 candnica a nivel de
los centromeros, jugando un papel fundamental para la correcta union de los microtibulos que forman el
huso acromético a los cinetocoros, de forma que la segregacién de los cromosomas sea 6ptima durante la
mitosis (Amor et al., 2004). La histona H3.3, por su parte, es capaz de incorporarse en los nucleosomas de
forma progresiva a lo largo de la vida celular, llegando a representar en torno al 25% de la histona H3 total
presente en la cromatina en células diferenciadas que no se dividen. Esta variante es importante en la
regulacion de la transcripcion al incorporarse principalmente en aquellas regiones que son
transcripcionalmente activas con el fin de inducir cambios conformacionales en la cromatina que favorezcan
el proceso (Schwartz y Ahmad, 2005). En cuanto al resto de variantes de la histona H3, no existen datos
definitivos acerca de sus funciones tras su incorporacion a los nucleosomas, aunque se piensa que también
estan implicadas en regular la transcripcion de forma mas precisa (Hake y Allis, 2006; Schenk et al., 2011).

Por su parte, la histona H2B cuenta con dos variantes no candnicas, ambas especificas de testiculos:
H2BFWT (también llamada H2B.W) y TSH2B (también llamada H2B tipo 1A), mientras que para la histona
H2A se han descrito un total de 7 variantes: H2A.X, H2A.Z.1, H2A.Z.2, H2A.Bbd (también llamada H2A.B,
Unica de vertebrados), macroH2A1.1, macroH2A1.2 y macroH2A2 (estas tres ultimas con un extremo C-
terminal extendido que forma un dominio globular y Unicas de vertebrados). De entre todas ellas, caben
destacar las variantes H2A.Z.1 y H2A.Z.2, esenciales para el correcto desarrollo de la mayoria de los
organismos. Ambas muestran diferentes patrones de distribucion en la cromatina (Redon et al., 2002) y se
han asociado a gran variedad de procesos nucleares, tales como activacién o represion transcripcional,
conformacion de la heterocromatina, control del ciclo celular, segregacién cromosdmica o reparacion del
dafio génico (Henikoff y Smith, 2015). Por su parte, la histona H2A.X, tal y como se explicara en detalle méas
adelante, juega un papel fundamental en la reparacion de roturas de doble cadena en el ADN.

Por (ltimo, cabe destacar que para la histona H4 no se han descrito variantes no canénicas en
organismos eucariotas superiores.
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Tabla 2. Listado e informacioén sobre las diferentes variantes de histonas candnicas existentes.

HISTONA
CANONICA

H3

H2B

H2A

VARIANTE

cenH3
(CENP-A en H.
sapiens)
H3.1

H3.2

H3.3

H3.1t

H3.X

H3.Y

H3.5

H2BFWT
(H2B.W)

TSH2B
(H2B tipo 1)

H2A.X

H2A.Z.1

H2A.Z.2

H2A.Bbd

(H2A.B)

macroH2A1.1

macroH2A1.2

macroH2A2

FUNCION

Estabilizar huso mitético
Segregacion de los
cromosomas

Sin funcién especifica
conocida

Sin funcién especifica
conocida

Reemplazamiento de H3
en fases de no replicacion
del ADN
Regulacioén transcripcional

Sin funcién especifica
conocida
Espermatogénesis

Control de la progresion
del ciclo celular

Control de la progresion
del ciclo celular

Espermatogénesis

Espermatogénesis

Espermatogénesis

Respuesta al dafio génico

Regulacion transcripcional
Control del ciclo celular
Segregacion cromosémica
Respuesta al dafio génico

Regulacion transcripcional
Control del ciclo celular
Segregacion cromosomica
Respuesta al dafio génico

Regulacion transcripcional

Represion transcripcional
Silenciamiento del
cromosoma X

Represion transcripcional
Silenciamiento del
cromosoma X

Represion transcripcional
Silenciamiento del
cromosoma X

ORGANISMOS

Eucariotas

Mamiferos

Eucariotas
(excepto
levaduras)

Eucariotas

Mamiferos
(testiculos)

Primates

Primates

Mamiferos
(testiculos)

Primates
(testiculos)

Mamiferos

(testiculos)

Eucariotas

Eucariotas

Eucariotas

Vertebrados

Vertebrados

Vertebrados

Vertebrados

LOCALIZACION EN
LA CROMATINA

Centrémeros de los

cromosomas

Heterocromatina

Heterocromatina

Favorablemente
eucromatina

Desconocida

Ubicua

Ubicua

Favorablemente
eucromatina

Telébmeros

Heterocromatina
pericéntrica.
Nucleoprotamina

Roturas de doble
cadena

Ubicua

Ubicua

Favorablemente

eucromatina

Heterocromatina

Heterocromatina

Heterocromatina
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La histona H1, a pesar de no formar parte del core del nucleosoma, también cuenta con una serie de
variantes que pueden ser incorporadas en la region espaciadora de los nucleosomas sustituyendo a la
histona canénica. Estas variantes se diferencian fundamentalmente en la longitud y composicién de la cola
C’-terminal de la proteina, la cual juega un papel imprescindible en la estabilizacién de la cromatina (John
P. H. Th'ng et al., 2005). Un total de 11 variantes de H1 han sido descritas para el ser humano: H1.1, H1.2,
H1.3, H1.4, H1.5 y H1.X, expresadas en células somaticas Unicamente durante la fase S del ciclo celular,
H1.0, con capacidad de ser expresada e incorporada a la cromatina en cualquier fase del ciclo de células
somaticas, llegando a constituir hasta el 80% de la histona H1 total presente en células diferencias, H1T,
H1T2, HILS1, unicamente expresadas en las células espermaticas y H1oo, propia de los oocitos (Happel y
Doenecke, 2009). Teniendo en cuenta esto, se cree que las células son capaces de incorporar distintas
variantes de histonas H1 en los nucleosomas en funcion de sus requerimientos celulares para asi llevar a
cabo un control preciso de la transcripcién celular. Sin embargo, las funciones especificas que cada una de
éstas ejercen en la regulacion transcripcional estan aun poco estudiadas (Biterge y Schneider, 2014).

Tal y como se ha descrito en los parrafos anteriores, la gran variedad de histonas existente juega un
papel fundamental en la regulacion de la estructura cromatinica y, por consiguiente, en la correcta
regulacion de la funcionalidad gendmica. En base a esto, la incorporacion de unas u otras variantes y las
posteriores remodelaciones y modificaciones de la cromatina asociadas a cada una de ellas constituyen un
proceso altamente regulado. De hecho, alteraciones en este proceso pueden conducir al desarrollo de
cancer y otras enfermedades. Asi, por ejemplo, mutaciones en la histona H3.3 se asocian con el desarrollo
de glioblastoma infantil (Liu et al., 2014), mientras que una sobreexpresion de esta misma variante se asocia
al desarrollo de cancer de esofago (Graber et al., 1996). Por otro lado, en determinados melanomas se ha
observado una pérdida de expresion de histonas macroH2A, mientras que el restablecimiento de sus niveles
suprime el desarrollo de metastasis (Kapoor et al., 2010). Niveles elevados de H2A.Z se asocian a un mal
pronéstico en cancer de mama estrogeno positivo (Hua et al., 2008) y la sobreexpresion de la histona
centromérica CENP-A puede resultar en el desarrollo de ciertas aneuploidias asociadas a diferentes tipos
de céancer (Dalal, 2009). Por ultimo, mutaciones o alteraciones en los niveles de expresion de la histona
H2A.X pueden conducir a una reparacion defectiva del dafio génico, promoviendo la aparicion y
acumulacion de nuevas mutaciones asociadas al desarrollo de cancer (Banéath et al., 2004; Yu et al., 2006).

Hasta ahora, se ha mostrado el papel que las histonas tienen en el mantenimiento de la homeostasis
celular a través de la regulacion de la estructura cromatinica y la consecuente modulacion de la
funcionalidad gendmica. El mecanismo especifico por el cual las diferentes variantes de histonas regulan
de forma precisa esta estructura cromatinica y los diferentes procesos asociados a ella viene determinado
por la epigenética, aspecto que se desarrolla de forma especifica en el siguiente apartado.

2. LA EPIGENETICA COMO FACTOR FUNDAMENTAL EN LA
HOMEOSTASIS CELULAR

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el genoma contiene toda la informacién genética
necesaria para el desarrollo de los procesos celulares. La transmision de dicha informacién genética durante
la division celular ha de realizarse de forma fehaciente, asegurando que ésta no se vea alterada durante el
proceso para posibilitar un correcto desarrollo de las células hijas. Esto implica, desde un punto de vista
general, que todas las células de un mismo organismo van a presentar el mismo genoma v,
consecuentemente, la misma informacion genética. Sin embargo, cada una de ellas ha de ser capaz de
diferenciarse en un tipo celular especifico asi como de responder y adaptarse de forma individual a su
entorno. Estos procesos de especializacion y acomodacion celular estan determinados por el epigenoma,
que se define como el conjunto de modificaciones quimicas y cambios en la disposiciéon de la cromatina
heredables que no afectan a la secuencia nucleotidica del ADN y que posibilitan la adaptacion de la célula
a las condiciones especificas en las que se encuentra en cada momento (Goldberg et al., 2007). Teniendo
en cuenta esto, cabe destacar que, a diferencia del genoma, que es idéntico para cada una de las células
que conforman un organismo, el epigenoma es Unico y especifico de cada célula. Dicho de otra manera,
mientras el genoma aporta individualidad a cada uno de los organismos de una especie, el epigenoma
aporta individualidad a cada una de las células de un organismo. Ademas, el epigenoma de una célula varia
significativamente en funcion de las condiciones en las que se encuentra sometida en cada momento.
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2.1. PRINCIPIO MECANISTICO DE LA EPIGENETICA

El mecanismo de accion por el cual el epigenoma posibilita la adaptacion y homeostasis celulares
consiste en modular, a través de las marcas epigenéticas que lo definen en cada momento, tanto la
estructura de la cromatina como las interacciones que ésta establece con diferentes proteinas. Como
resultado, la cromatina adquiere una conformacién espacial y temporal especifica que va a permitir el
desarrollo preciso, controlado y eficiente de diferentes procesos celulares, tales como la replicacion del
ADN, la regulacién transcripcional o la reparacion del dafio génico (Greally, 2018).

2.2. TIPOS DE MODIFICACIONES EPIGENETICAS

Alo largo del tiempo se han descrito diferentes modificaciones quimicas y estructurales de la cromatina
gue contribuyen a establecer el epigenoma de una célula. Las principales modificaciones epigenéticas
existentes son la metilacion del ADN, los cambios en el posicionamiento de los nucleosomas, las
modificaciones covalentes de histonas y las modificaciones asociadas a ARNs no codificantes (ncRNAs, de
sus siglas en inglés). Algunas de estas modificaciones, tales como la metilacion del ADN o las
modificaciones covalentes de histonas, dependen de la actividad de diferentes enzimas y complejos
proteicos encargados de incorporar, eliminar y “leer” la propia modificacién epigenética. Asi, segun la
funcién que ejerzan, estos moduladores epigenéticos se clasifican en tres grandes grupos: writers, readers
y erasers (Biswas y Rao, 2018). En primer lugar, los writers son aquellos moduladores epigenéticos
responsables de promover la incorporacion de una modificacion epigenética concreta sobre la cromatina.
Por lo tanto, estos writers estan representados por enzimas capaces de catalizar modificaciones quimicas
tales como la metilacion del ADN o la metilacion, acetilacion, fosforilacion, sumorilacién y otras
modificaciones covalentes de histonas. Por su parte, los readers son capaces de reconocer dicha
modificacién y desencadenar una determinada respuesta celular. En este sentido, los readers pueden ser
tanto enzimas como proteinas y complejos proteicos que no desarrollan ninguna actividad catalitica pero
gue tienen capacidad para modificar la estructura cromatinica tanto por si mismos como a través del
reclutamiento de modificadores de la cromatina adicionales. En cualquier caso, todos los readers de una
determinada modificacién epigenética se van a caracterizar por contar con un dominio especifico altamente
conservado (como, por ejemplo, cromodominios, bromodominios, etc.) capaz de reconocer dicha
modificacién. Por ultimo, los erasers son los responsables de revertir una determinada modificacién
epigenética cuando las condiciones celulares asi lo requieran. Asi, los erasers constituyen proteinas con
actividades enzimaticas opuestas a los writers.

2.2.1. Metilacion del ADN

La metilacion del ADN consiste en la unién covalente de un grupo metilo (-CHs) en el carbono 5 de
las citosinas de los desoxirribonucledtidos, formando 5-metil citosinas (figura 1). Este proceso esta
catalizado por las denominadas ADN metiltransferasas (DNMTs, de sus siglas en inglés), que constituyen
los writers de esta modificacion epigenética y utilizan a la S-adenosil-metionina (SAM) como donador del
grupo metilo. La actividad catalitica de las DNMTs se concentra principalmente en citosinas localizadas en
dinucledtidos CpG que, a su vez, suelen acumularse de forma repetitiva en las denominadas islas CpG
(propias de regiones promotoras y/o del primer exdn), asi como en regiones del genoma portadoras de
elementos transponibles (transposones). Como resultado, se generan zonas hipermetiladas en las que los
grupos metilo sobresalen de la doble hélice del ADN posibilitando la unién de los readers, representados
fundamentalmente por represores transcripcionales, por proteinas que al mismo tiempo actian como writers
(tales como deacetilasas de histonas, que se explican en el apartado 2.2.3.) y por complejos remodeladores
de la cromatina (apartado 2.2.2.) (Lewis et al., 1992; Nan et al., 1993; Ng y Adrian, 1999). Esto se traduce
en una compactacion de la cromatina y una represion transcripcional programada de diferentes regiones
gendmicas. El patron global de metilacion del ADN se mantiene mas o menos estable y es heredable
durante la division celular, generando lo que se conoce como impronta genémica, fundamental para el
correcto desarrollo y diferenciacién de las células hijas (Riggs, 1975).
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Figura 1. Metilacion de la citosina. Enzimas ADN metiltransferasas (DNMTs) catalizan la metilacion de la citosina
mediante la adicion de un grupo metilo (marcada en rojo) en el carbono 5 de la base nitrogenada, obteniendo como
resultado 5-metilcitosina. La S-adenosil-metionina (SAM) actiia como donador del grupo metilo, liberandose en el proceso
S-adenosil-homocisteina (SAH).

En mamiferos, existen 5 DNMTs: DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L, aunque
diferentes estudios parecen indicar que Unicamente DNMT1, DNMT3a y DNMT3b actlan como writers e
intervienen en el mantenimiento del patrén global de metilacion del ADN. En este sentido, DNMT1 actuaria
como metiltransferasa de mantenimiento, restaurando el patrén de metilacién de las nuevas hebras
sintetizadas durante la replicacion en base al patrén de las hebras molde. Las dos dltimas (DNMT3a y
DNMT3Db), por el contrario, actian como metiltransferasas de novo, generando el patron de metilacion del
ADN durante la embriogénesis y desarrollo de las células germinales. A pesar de que, tal y como se ha
mencionado anteriormente, el patron de metilacion global del ADN se mantiene més o menos estable, se
sabe que, durante el desarrollo embrionario, existen ciclos de metilaciéon y demetilacién sujetos a dindmicas
muy activas (Monk et al., 1987). De la misma manera, diferentes estudios han demostrado procesos de
demetilacion en determinadas regiones cromatinicas de células diferenciadas, generalmente asociadas a
zonas promotoras con una concentracion relativamente baja de dinucle6tidos CpG (Bestor et al., 2015). Sin
embargo, hasta la fecha no se ha demostrado la existencia de ningun eraser que actlile como demetilasa 'y
sea capaz de revertir, de forma directa, la metilacion de las citosinas llevadas a cabo por las DNMTs. Esto
es debido, probablemente, a la dificultad que supone la ruptura del enlace carbono-carbono generado en el
proceso. Asi, el proceso de demetilacién del ADN est4 sujeto a dos mecanismos diferentes. Por un lado,
existe un proceso de “dilucion” de las marcas de metilacion a lo largo de sucesivas replicaciones del ADN
en las cuales las nuevas hebras generadas no son metiladas en determinadas regiones por la DNMT1. Por
otro lado, se han desarrollado rutas complejas capaces de modificar la 5-metilcitosina (o de bases proximas
a ella) de forma que dicha modificacion induzca un proceso de reparacion del ADN mediante escision de
bases. Como consecuencia, a lo largo de este proceso, la 5-metilcitosina es eliminada y sustituida por una
citosina no metilada. Las modificaciones quimicas descritas que desencadenan el proceso son la oxidacion
directa de la 5-metilcitosina mediante las denominadas enzimas TET (del inglés, Ten-Eleven
Translocations) y la desaminacion de la 5-metilcitosina o de una base cercana mediante la activacion de
desaminasas inducidas por activacion (AID, del inglés Activation Induced Deaminase) (Bochtler et al., 2017).
En cualquier caso, el proceso de metilacion del ADN constituye una modificacion epigenética altamente
regulada que contribuye de manera significativa al mantenimiento de la homeostasis celular.



Introduccion

2.2.2. Regulacion de la conformacién y posicionamiento de los nucleosomas

Cambios en la conformacion de los nucleosomas, en base a la incorporacion de las diferentes
variantes de histonas anteriormente descritas, asi como en la disposicion relativa de los mismos, permiten
modificar la estructura de la cromatina, contribuyendo de esta manera al establecimiento del epigenoma
celular. Teniendo en cuenta esto, ambos fenémenos constituyen mecanismos altamente regulados a través
de dos procesos que implican la actuacion de diferentes proteinas y complejos proteicos.

Por un lado, la incorporacion y eliminacion de las diferentes variantes de histonas estd mediado por
las chaperonas de histonas, las cuales constituyen proteinas o complejos proteicos capaces de unirse
especificamente a variantes de histonas concretas y promover su incorporacién o liberacién de los
nucleosomas de forma independiente de ATP. Actualmente, existe un gran ndmero de chaperonas de
histonas identificadas. Algunas de las mejor caracterizadas son FACT, capaz de unirse tanto al complejo
H2A-H2B como a las variantes H3.3 o H2A.X y promover su incorporaciéon a la cromatina, NAP1 con
especificidad por el complejo H2A-H2B, ATRX que regula negativamente la incorporaciéon de macroH2A a
la cromatina o el complejo ATRX/DAXX, que interacciona con H3.3 y favorece su incorporacién entorno a
los centrémeros, en los telomeros y en las regiones repetitivas (Buschbeck y Hake, 2017; Quenet, 2018).
El mecanismo de accion de dichas chaperonas es muy variado, implicando procesos tales como la
regulacion del trafico de histonas entre el nucleo y el citoplasma, la interaccion con otras proteinas
estructurales y enzimas que facilitan o dificultan su incorporacién a los nucleosomas o la interaccion directa
con otras histonas ya cargadas en los nucleosomas (Elsésser y D"Arcy 2012). En cualquier caso, una vez
gue ejercen su accion, las chaperonas se liberan de las histonas y nunca pasan a formar parte de la
estructura estable de la cromatina.

Junto con la regulacion de la composicion nucleosomal dependiente de chaperonas, la modulacion
estructural de la cromatina también esta mediada por remodeladores de cromatina dependientes de ATP.
Estos complejos proteicos utilizan la energia liberada de la hidrélisis de ATP, proceso llevado a cabo por su
subunidad ATPasa (perteneciente a la familia de ATPasas SNF2), para ejercer su funcion. Asi,
aprovechando esta energia, los remodeladores de cromatina son capaces de romper las interacciones
electrostéticas establecidas entre las histonas y el ADN y liberar de la cromatina tanto variantes de histonas
individuales como nucleosomas completos ya ensamblados o dimeros H2A-H2B, los cuales van a poder
ser sustituidos por otras histonas, octdmeros o dimeros de variantes de histonas, respectivamente (Narlikar
et al., 2013). Se han descrito cuatro familias distintas de complejos remodeladores de la cromatina: la familia
SWI/SNF (del inglés switch/sucrose-non-fermenting), la familia ISWI (del inglés, imitation switch), la familia
CHD (chromodomain-helicase-DNA binding) y la familia INO8O0 (inisitol requiring 80) (Tyagi et al., 2016).
Asi, la principal diferencia entre las 4 familias deriva del tipo de dominios que, evolutivamente, la subunidad
ATPasa, comun para todas ellas, ha adquirido con el propésito de unirse a la cromatina y promover su
remodelacion. Por un lado, los miembros de la familia SWI/SNF presentan un bromodominio en el extremo
C-terminal de la subunidad ATPasa, el cual posibilita la unién del complejo a los residuos de lisina acetilados
en las colas N-terminales de las histonas. Por su parte, los miembros de la familia ISWI presentan tres
dominios diferentes, denominados HAND, SANT y SLIDE, en el extremo C-terminal de la ATPasa, los
cuales posibilitan la union directa del complejo al ADN y la posterior remodelacion de la cromatina. La familia
CHD se caracteriza por presentar 2 cromodominios en el extremo N-terminal de la subunidad ATPasa,
posibilitando la unién a lisinas metiladas situadas en las colas N-terminales de las histonas. Por Gltimo, los
miembros de la familia INO80 se caracterizan por presentar una insercion en el dominio ATPasa a través
del cual se unen las helicasas del tipo RuVB, posibilitando su posterior unién a la cromatina. Ademas, cabe
destacar que, independientemente de la familia a la que pertenezcan, los remodeladores de la cromatina
conforman complejos macroproteicos constituidos por multiples subunidades asociadas a la subunidad
ATPasa. Asi, la diferencia entre los miembros de una misma familia viene determinada por el tipo de
subunidades que contienen, las cuales van a determinar el tipo concreto de remodelaciéon cromatinica que
lleven a cabo y las variantes de histonas y nucleosomas que vayan a incorporar en dicha remodelacion
(Tyagi et al., 2016).
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2.2.3. Modificaciones covalentes de histonas

Las modificaciones covalentes de histonas son un conjunto de alteraciones quimicas que, de manera
post-traduccional, se afiaden en residuos especificos de las colas N-terminales libres de las histonas que
conforman los nucleosomas. Como resultado, estas modificaciones son capaces de modular por si mismas
la estructura cromatinica al alterar tanto el patron de interaccion de los nucleosomas como el tipo de
interacciones proteicas establecidas por la cromatina. En la actualidad se han identificado gran variedad de
modificaciones de histonas, cada una de las cuales cuenta con writers y erasers especificos capaces de
controlar los niveles globales y locales de dicha modificacién en funcion de las necesidades celulares.
Algunas de las modificaciones covalentes de histonas mejor caracterizadas son la acetilacién, la metilacion,
la fosforilacién o la ubiquitinacién, las cuales se detallaran a continuacién. Otras modificaciones covalentes
también descritas son la ADP-ribosilacion, sumorilacion, propionilacion, butirilacion, malonilacién,
succinilacién o la hidroxilacién, entre otras.

2.2.3.1. Acetilacién de histonas

La acetilacion de histonas consiste en la union covalente de un grupo acetilo en el grupo e-amino
de algunas de las lisinas de las colas N-terminales de las histonas (figura 2). Como resultado, la acetilacion
tiene dos efectos fundamentales sobre la cromatina. Por un lado, neutraliza la carga bésica asociado al
grupo e-amino de las lisinas, lo cual desestabiliza la interaccion histona-ADN, incrementando asi la
movilidad nucleosomal. Por otro, posibilita el reclutamiento de proteinas y complejos proteicos capaces de
reconocer especificamente los residuos acetilados. Todo ello se traduce en una relajacion local de la
cromatina en aquellas regiones acetiladas y en un reclutamiento de magquinarias proteicas implicadas en
diferentes procesos, tales como la replicacion del ADN, la regulacién transcripcional o la reparacion del
dafio génico (Choi y Howe, 2009; Wang et al., 2008; Yang, 2004a).
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Figura 2. Acetilacidn/deacetilacion de lisinas. La acetilacion de residuos de lisinas en la cola N-terminal de las histonas
es una de las modificaciones epigenéticas mas importantes. Las acetiltransferasas (HATS) de histonas actian como
writers, catalizando la adicién de un grupo acetilo (marcado en rojo) sobre el grupo e-amino (marcado en morado) de la
lisina. La acetil-coenzima A actia como donador del grupo acetilo, liberandose en el proceso coenzima A. Por su parte,
las deacetilasas (HDACs) de histonas actian como erasers de esta reaccion, catalizando en presencia de agua la
liberacion del grupo acetilo. Las HDACs de las clases |, Il y IV utilizan ion cinc como cofactor en este proceso, liberando
en la reaccién acetato, mientras que las sirtuinas (HDACs de clase ), utilizan NAD* como cofactor y liberan nicotinamida
y 2"-O- acetil-ADP ribosa.
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El proceso de acetilacion esta catalizado por las acetiltransferasas de histonas (HATSs, de sus siglas
en inglés), constituyendo los writers de esta modificacion epigenética. Durante el proceso de acetilacion,
las HATS utilizan la acetil-coenzima A (acetil-CoA) como donador del grupo acetilo, liberando en el proceso
coenzima A. En funcion de su localizacion celular, las HATs se han clasificado en dos grandes grupos:
HATs de tipo A, que muestran localizacién nuclear, y HATs de tipo B, que muestran localizacion
citoplasmatica y estan implicadas en la acetilacion de histonas sintetizadas de novo. Por su parte, las HATs
de tipo A se clasifican en 5 grandes familias en funcién de su homologia: Familia GNAT (GCN5-related N-
acetyltransferase), representada por PCAF, Gnc5 y ELP3; Familia MYST, que incluye a Tip60 (KATS),
MOZ, MORF, HBO1, HMOF o Sas2; Familia CBP/p300, también conocida como EP300, que incluye a los
dos miembros que le dan nombre, CBP y p300; Familia de HAT asociadas a factores de transcripcion,
que incluye miembros tales como TAF1 o TIFIIIC90; y Familia de acetiltransferasas asociadas a
coactivadores, conformada por proteinas de diferente naturaleza, como por ejemplo receptores de
esteroides o coactivadores, con actividad acetiltransferasa. Dentro de esta Ultima destacan p600, SRC1 o
CLOCK (Sun et al., 2015).

A pesar de la gran variedad de HATs existente, la redundancia en la actividad entre miembros de
una misma familia de HATs y, mas significativamente, entre miembros de diferentes familias es muy
limitada. Esta especificidad por residuos especificos de lisinas viene determinada por diferentes
componentes de los complejos multiproteicos de los que forman parte, capaces de reconocer e
interaccionar tanto con motivos aminoacidicos especificos como con otras proteinas estructurales concretas
gue puedan encontrarse asociadas a la cromatina (DesJarlais y Tummino, 2016; Yang, 2004a). En la tabla
3 se detallan los diferentes residuos de lisina de las histonas candnicas mejor caracterizados como sustratos
de acetilacién y la(s) acetiltransferasa(s) especifica(s) encargadas de catalizar dicha modificacion.
Asimismo, cabe destacar que, entre todas las familias de acetiltransferasas mencionadas, MYST cobra
especial importancia para el desarrollo de esta tesis doctoral, desarrollando de forma mas extensa sus
propiedades en general y las del miembro Tip60 en particular en el apartado 6 de la introduccion de este
manuscrito.
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Tabla 3. Writers y erasers implicados en la acetilacién y deacetilacion, respectivamente, de lisinas situadas en
las colas N-terminales de las diferentes histonas candnicas.

HISTONA RESIDUO WRITER ERASER
H2A Lys5 CBP, p300, HAT1 Desconocido
Lys5 p300 Desconocido
Lys12 CBP, p300 Desconocido
H2B
Lys15 CBP, p300 Desconocido
Lys20 CBP, p300 Desconocido
Lys4 Desconocida Desconocida
GCNS5, pCAF,
Lys9 SRC1 SIRT6
GCNB5, pCAF,
CBP, p300, MOZ, '
Lysi4 MORF, Tip60, Desconocido
SRC1
H3 GCNS5, pCAF, .
Lys18 CBP. p300 Desconocido
GCNS5, pCAF, .
Lys23 0300 Desconocido
Lys36 GCNS5, pCAF Desconocido
Lys56 CBP, p300 Desconocido
ATF2, HAT1,
Lys5 CBP, p300, Tip60, Desconocido
HBO1
CBP, p300, Tip60, .
Lys8 HBO1 Desconocido
HAT1, CBP,
H4 Lys12 p300, Tip60, Desconocido
HBO1
Lys16 MOF, Tip60 SIRT1
Lys91 HAT1 Desconocido
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Tal y como se ha dicho anteriormente, las marcas de acetilacién generadas en las histonas pueden
ser reconocidas por diferentes readers, capaces de desencadenar y amplificar cascadas de sefializacion
celular especificas. Independientemente de su naturaleza, todos estos readers se caracterizan por
presentar bromodominios en su estructura, ya que son las regiones de la proteina capaces de reconocer
especificamente dicha marca epigenética (Yang, 2004a). Este dominio fue identificado mediante
alineamiento de secuencias de diferentes reguladores potenciales de la transcripcion (Haynes et al., 1992)
y posteriores estudios estructurales y ensayos de interaccion demostraron su especificidad por lisinas
acetiladas (Sano y Ishii, 2001; Barlev et al., 2001; Polesskaya et al., 2001). En términos mecanisticos, esta
unién acetil-lisina/lbromodominio viene determinada por interacciones electrostaticas y ensamblajes
estructurales altamente especificos que implican no solo el residuo acetilado, sino también residuos
localizados en torno al primero con los que el bromodominio también establece contacto (Yang, 2004a).

Junto con las HATS, las deacetilasas de histonas (HDACs, de sus siglas en inglés), a modo de
erasers, contribuyen al mantenimiento de los estados globales y locales de acetilacién de la cromatina
(figura 2). Por tanto, la actividad de las HDACSs, opuesta a la de las HATs, promueve un proceso de
compactacion de la cromatina al estabilizar la unién histona-DNA y restringir el movimiento de los
nucleosomas (Seto y Yoshida, 2014). En humanos, se han identificado un total de 18 HDACSs, las cuales se
clasifican en cuatro clases en funcién de su homologia: clase I, formada los las HDACs 1, 2, 3y 8, que
presentan similitud con la proteina Rpd3 de levadoras; clase I, formada por las HDACs 4, 5, 6, 7, 9y 10,
las cuales derivan evolutivamente de la proteina Hdal de levaduras; clase lll, formada por las deacetilasas
conocidas como sirtuinas SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 y SIRT7, con un origen comun con
la proteina Sir2 de levaduras; y clase IV, formada por un Unico miembro, la HDAC11, la cual comparte
similitudes tanto con los miembros de la clase | como con los miembros de la clase Il. A diferencia de las
HATSs, que muestran un mecanismo catalitico comun para la acetilacion de las lisinas, las HDACs muestran
diferentes mecanismos cataliticos de deacetilacion, lo cual posibilita clasificarlas, a su vez, en dos grandes
superfamilias: superfamilia de las arginasas/deacetilasas, a la cual pertenecen las clases |, Il y IV de
deacetilasas, y la superfamilia con dominio de unién NAD/FAD tipo desoxihipusina sintasa, al cual
pertenece la clase lll. En el caso de las HDACSs pertenecientes a la primera superfamilia (conocidas también
como HDACSs clasicas), el mecanismo catalitico consiste en promover la liberacion del grupo acetilo en
forma de acetato en un proceso mediado por la hidrélisis de una molécula de agua, que actiia como donador
de hidrégeno al acetato, y por un ion zinc, que actia como cofactor, esencial en el proceso de hidrélisis (Wu
et al., 2011). Por su parte, las sirtuinas pertenecientes a la clase Ill de HDACs utilizan NAD* como cofactor
y, en presencia de agua, catalizan una compleja ruta de deacetilacién en la que se libera nicotinamida (que
actia como inhibidor de las propias sirtulinas) y 2"-O-acetil-ADP ribosa (Seto y Yoshida, 2014). Ademas, a
diferencia de las HATSs, la especificidad que muestran las HDACs hacia residuos de acetil-lisina no es tan
elevada, especialmente entre miembros de la misma clase y/o superfamilia, para los que actividades
redundantes sobre dianas comunes estan ampliamente descritas (Grozinger et al., 1999; Johnson et al.,
2002).
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2.2.3.2. Metilacion de histonas

Esta modificacion epigenética consiste en la unién covalente de grupos metilo en las colas N-
terminales de las histonas. La metilacién de histonas, a diferencia de la acetilaciéon, que solo ocurre en
residuos de lisina, puede tener lugar tanto en residuos de lisina, a nivel del grupo €-amino, como en
argininas, a nivel de sus grupos w-amino. En el caso de la metilacion de lisinas, las caracteristicas quimicas
del grupo amino sobre el que tiene lugar la modificacion posibilitan que el proceso pueda implicar la adicion
de uno (monometilacién), dos (dimetilacion) o tres (trimetilacion) grupos metilo (figura 3, A). Por su parte,
las argininas pueden experimentar monometilacion o dimetilacion, que, a su vez, puede ser simétrica (si los
dos grupos metilo se incorporan sobre distintos grupos w-amino), o asimétrica (si los grupos metilo se
incorporan sobre el mismo grupo w-amino) (figura 3, B). Sin embargo, estos residuos de arginina no
experimentan en ningln caso trimetilacion (Wesche et al., 2017).
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Figura 3. Metilacion/demetilacién de histonas. (A) Reacciones de metilacién y demetilacion de residuos de lisina
llevadas a cabo por metiltransfersas de histonas (KMTs) y diferentes familias de demetilasas (LSDs y JMJC),
respectivamente. Las KMTs pueden encadenar la adicion de uno a tres grupos metilo sobre el grupo g-amino de las
lisinas, obteniendo como resultado lisinas mono-, di- o trimetiladas. (B) Reacciones de metilacion y demetilacion de
residuos de arginina mediante metiltransferasas de arginina (RMTs) como writers y miembros de la familia IMJC como
erasers. Las RMTs pueden catalizar la adicién de un solo grupo metilo sobre uno de los grupos w-amino de la arginina
o, alternativamente, la adicién de dos grupos metilo sobre el mismo grupo w-amino (dimetilacion asimétrica) o grupos w-
amino diferentes (dimetilacion simétrica). En la actualidad, se discute un proceso alternativo de demetilacion de argininas
in vivo que implica su deiminacion a través de la enzima peptidilarginina deiminasa 4 (PAD4), generando citrulina como

residuo aminoacidico intermediario.
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Los writers implicados en la metilacion de histonas son las metiltransferasas de histonas (HMTSs).
Estas enzimas presentan especificidad por el residuo diana, distinguiéndose por lo tanto metiltransferasas
de lisina (KMTSs), responsables de catalizar la reaccion sobre residuos de lisina, y metiltransferasas de
arginina (RMTs), que metilan Unicamente dicho aminoacido. La capacidad catalitica de los diferentes
miembros de cada una de estas familias varia en funcion del grado de metilacién que son capaces de
conferir al residuo diana. Asi, en el caso de la familia de las KMTs, que cuenta con 51 miembros (Arrowsmith
et al., 2012), miembros como SET7 o SET9 Unicamente catalizan reacciones de monometilacion, mientras
que otros como EZH2 o G9a son capaces de monometilar, dimetilar o trimetilar. De igual manera, dentro la
familia de RMTs, con un total de 8 miembros, la RMT7 Unicamente cataliza la monometilacién, mientras
que el resto de miembros son capaces de catalizar monometilacién o dimetilacion. Estas dltimas se
clasifican a su vez en dos clases en funcion del tipo de dimetilacién que llevan a cabo. Asi, las RMTs de
tipo | son capaces de catalizar, ademas de la monometilacion, la dimetilacion asimétrica (RMT1, RMT2,
RMT3, RMT4, RMT6 y RMT8), mientras que las RMTs de tipo Il, median la dimetilaciéon simétrica (RMT5)
(DesJarlis y Tummino, 2016). Méas all4 de estas especificidades, todas las KMTs y RMTs llevan a cabo el
mismo mecanismo catalitico, basado en la transferencia directa del grupo metilo de la S-adenosil-metionina
(SAM), liberando en el proceso S-adenosil-homocisteina (SAH).

Como consecuencia de la metilacion de histonas, los residuos modificados incrementan en mayor o
menor medida su volumen e hidrofobicidad, segun el grado de metilacién (mono-, di- o trimetilacién). Esto
modifica la estabilidad de los nucleosomas, lo que a su vez se traduce en una regulacion de la estructura
cromatinica. Ademas, las diferentes marcas de metilacion generadas constituyen puntos de anclaje para
readers especificos (Hyun et al., 2017). El reconocimiento de residuos metilados por parte de estos readers
es posible gracias a una variedad de dominios con capacidad para interaccionar con dichas marcas
epigenéticas. Entre dichos dominios caben destacar los dominios PHD, los cromodominios, los dominios
TUDOR o los dominios MBT (Adams-Cioba y Min, 2009). Diferentes estudios han demostrado que cada
uno de estos dominios reconoce de forma precisa y diferencial marcas de mono-, di- o trimetilacion
concretas sobre residuos de lisina o arginina también especificos, lo cual indica que dicha especificidad
viene determinada no sdlo por el grado de metilacion, sino también por el motivo aminoacidico en torno al
cual se encuentra el residuo modificado (Kim et al., 2006; Black et al., 2012).

Tal y como ocurria con la acetilacion, el patron de metilacion de histonas es fundamental a la hora
de desencadenar unas u otras cascadas de sefializacion segun los requerimientos celulares. En este
aspecto, las demetilasas de histonas (HDMs) actian como erasers de esta modificacion epigenética,
desempefiando un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis celular. El proceso de
demetilacion esta principalmente caracterizado e identificado para residuos de lisina. En este caso, las
HDMs se clasifican en dos grandes familias (figura 3): familia de demetilasas especificas de lisina (familia
LSD, de sus siglas en inglés) y familia Jumonji C (JMJC). Los miembros de la familia LSD (LSD1 y LSD2)
promueven la demetilacién de la lisina mediante dos reacciones secuenciales de oxidacion-reduccion que
implican la utilizacion de flavin-adenin-dinucleétido (FAD) y una molécula de agua, respectivamente,
liberandose en el proceso flavin-adenin-dinucleétido en estado reducido (FADHz), diéxido de hidrégeno
(H202) y formaldehido (CH20). Por su parte, los 18 miembros (de un total de 30) de la familia JIMJC con
capacidad demetilasa portan un dominio JMJC que posibilita catalizar, en presencia de a-cetogrutarato y
utilizando ion Fe?* como cofactor, la liberacion del grupo metilo en forma de formaldehido a través de una
reaccion de dioxigenacion, generandose en el proceso succinato (CsHsO4) y CO2 (Kooistra y Helin, 2012).

A diferencia de las demetilasas de lisinas, ampliamente estudiadas y caracterizadas, la existencia
de demetilasas especificas implicadas en la demetilacion de residuos de arginina ha sido puesta en duda.
Sin embargo, en los Ultimos afios, diferentes estudios han demostrado la reversibilidad de las marcas de
metilacion de argininas en las histonas a través de, al menos, dos mecanismos diferentes. El primero de
estos mecanismos, descrito mediante estudios in vitro por Thompson y Fast en 2006, identifica a la enzima
peptidilarginina deiminasa 4 (PAD4) como un mediador del proceso de demetilacion de argininas
monometiladas, promoviendo su deiminacién. Esto genera un residuo de citrulina (neutro) y libera en el
proceso metilamina (N*HsCHs) (Wang et al., 2004). Sin embargo, la enzima y la reaccién completa que
posibilitan la posterior conversion de citrulina a arginina no metilada siguen siendo desconocidas, sugiriendo
que este mecanismo de demetilacién realmente no tiene lugar a nivel celular (Sylvestersen et al., 2014).
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El segundo mecanismo de demetilaciéon de argininas implica diferentes demetilasas inicialmente
identificadas como demetilasas de lisina. Especificamente, se ha identificado al miembro JMJD6 de la
familia Jumonji C como una demetilasa capaz de promover, siguiendo el mismo mecanismo catalitico que
en la demetilacién de lisinas, la conversion de dimetilargininas simétricas y asimétricas a argininas no
metiladas (Chang et al., 2007). Mas recientemente, diferentes experimentos in vitro han permitido identificar
otras demetilasas de lisina méas alla de JMJD6 como enzimas con actividad catalitica hacia argininas
metiladas (Walport et al., 2016). Sin embargo, la actividad in vivo de estos miembros identificados ain
necesita ser demostrada.

Los diferentes writers y erasers responsables de la metilacion y demetilacion de histonas,
respectivamente, muestran una especificidad de sustrato relativamente elevada. Esta especificidad implica
que diferentes HMTs y HDMs reconocen y catalizan las modificaciones correspondientes sobre residuos
concretos de las colas N-terminales de las histonas. De esta forma, dichas modificaciones generalmente
no pueden ser llevadas a cabo por otros miembros incluso de la misma familia, tal y como se muestra en la
tabla 4 (Kooistra y Helin, 2012).

Tabla 4. Writers y erasers implicados en la metilacion y demetilacion, respectivamente, de lisinas y argininas situadas en
las colas N-terminales de las diferentes histonas candnicas.

HISTONA RESIDUO WRITER ERASER
Arg2 CARM1, PRMT6 JMJD6
MLL, SET1, LSD1, KDM2A-B,
Lys4 ASH1, SET7, KDM5A-B,
SMYD2 KDM5C, KDM5D
Arg8 PRMT5 Desconocido
Lvs9 SUV39H1/2, G9a, JMJID1A-C,
y CLL8, SETDB1 JMJID2A-D
H3 Argl7 CARM1 Desconocido
Arg26 CARM1 Desconocido
JMJID1A-B,
Lys27 EZH1, EZH2 JMJD3, KDM2B,
KDM6A-B
Lvs36 NSD1, SET2, KDM2A-B,
4 SMYD2, NSD2 KDM4A-D
Lys79 DOTI1L Desconocido
Arg3 PRMT1, PRMT5 JMJID6
H4 MMSET, PR-
Lys20 SET7 (mono), Desconocido

SUV420H1 (di),
SUV420H2 (tri)
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2.2.3.3. Fosforilacion de histonas

La fosforilacién de histonas consiste en la adicion de un grupo fosfato sobre diferentes residuos
localizados en las colas N-terminales de las histonas. Las quinasas, writers de esta modificacion
epigenética, pueden ser serina-treonina quinasas, si catalizan la fosforilacion sobre el grupo hidroxilo de la
cadena lateral de dichos residuos, o tirosina quinasas, si son responsables de la adicion de un grupo fosfato
sobre este aminoacido (Rossetto et al.,, 2012). Junto con estas quinasas, ampliamente descritas y
caracterizadas, algunos estudios sugieren la posibilidad de que residuos de histidina localizados en las
colas N-terminales de las histonas también puedan ser fosforilados por quinasas especificas (Besant y
Attwood, 2012). En contraposicion a las quinasas, diferentes fosfatasas actiian como erasers, liberando el
grupo fosfato.

En términos mecanisticos, la fosforilacién de histonas implica la adicién de una carga neta negativa
sobre el residuo modificado. Esto se traduce en una desestabilizacion local de la cromatina, que adquiere
una conformacion mas abierta a consecuencia de la repulsién electrostatica que se establece con el ADN,
también con carga neta negativa. Ademds, tal y como ocurria con las anteriores modificaciones
epigenéticas, esta fosforilacion sirve como punto de anclaje de otras proteinas y complejos proteicos que
actian como readers. El reconocimiento especifico de los residuos fosforilados por parte de estos readers
se ha asociado a diferentes dominios, tales como los médulos 14-3-3 (con capacidad de reconocer
especificamente fosfoserinas y fosfotreoninas) o el dominio BRCT (del inglés BRCA1 C-Terminus Domain)
(Taverna et al., 2007). Esto posibilita el desencadenamiento de cascadas de sefializacién fundamentales
para el correcto desarrollo de diferentes procesos celulares tales como la replicacion del ADN, la
transcripcion o la reparacion del dafio génico (Rossetto et al., 2012).

2.2.3.4. Ubiquitinacion de histonas

Al igual que ocurre con proteinas no cromatinicas, la ubiquitinacion de histonas consiste en la
adicion de uno o mas mondémeros de ubiquitina sobre residuos de lisina. Esta unién se establece
especificamente entre la glicina del extremo C-terminal de la ubiquitina y el grupo e-amino de la lisina en un
proceso que implica la actuaciéon en cadena de 3 enzimas: la enzima E1 de activacion, responsable de
incorporar una ubiquitina a la enzima E2 de conjugacion que, una vez ubiquitinada, se une a la enzima E3
de ligacién, responsable de catalizar la transferencia de la ubiquitina desde E2 al grupo €-amino de la lisina.
Una vez que la monoubiquitinacion tiene lugar, el mismo complejo enzimatico es capaz de catalizar la
adicion de mas mondémeros de ubiquitina sobre las ubiquitinas ya incorporadas a la cola N-terminal de las
histonas. La ubiquitinacion de proteinas en general y de histonas en particular es un proceso de elevada
especificidad a nivel de sustrato, lo cual implica que diferentes residuos de lisina de las colas N-terminales
de las histonas son reconocidos y ubiquitinados por diferentes sistemas E1-E2-E3, que fundamentalmente
se diferencian por los miembros E2 y E3. Ademas, el sistema especifico E1-E2-E3 también es el
responsable de determinar el tipo de ubiquitinacion (mono- o poli-) que tiene lugar sobre el residuo, asi
como el tipo de cadenas de ubiquitina que se forman en el caso de que se poliubiquitine (Windheim et al.,
2008; Uckelmann y Sixma, 2017). En este Gltimo caso, la unién entre ubiquitinas a través de enlaces
isopeptidicos puede tener lugar a nivel de diferentes residuos de lisina (K27, K48, K63, etc.). De esta
manera, las cadenas de poli-ubiquitina formadas adquieren conformaciones diferentes y como
consecuencia, diferentes readers con dominios de unién especificos (al menos se han descrito 20 tipos
diferentes de estos dominios) reconocen dicha modificacién y desencadenan diferentes procesos celulares.
Entre estos readers cabe destacar las deubiquitinasas, enzimas que, a su vez, actllian como erasers de la
modificacién catalizando la hidrdlisis de las cadenas formadas, manteniendo los niveles de ubiquitinacién
de la cromatina estrictamente regulados a nivel espaciotemporal (Komander, 2009).
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2.3. REGULACION DEL EPIGENOMA CELULAR

La multitud de marcas epigenéticas existentes y la gran diversidad de respuestas celulares que
pueden desencadenar requiere de un control exhaustivo, tanto espacial como temporal, que garantice la
homeostasis celular. Este proceso de regulacion del epigenoma celular es altamente complejo y, en gran
medida, desconocido (Murr, 2010). A pesar de ello, se han descrito diferentes mecanismos que permiten
mantener un sello epigenético especifico en funcién de los requerimientos celulares.

Uno de los mecanismos de regulacion epigenética mejor caracterizados es el crosstalk epigenético.
Dicho mecanismo consiste en modular la implementacion o liberacion de determinadas modificaciones
epigenéticas a través de otras modificaciones preexistentes, lo que implica la existencia de una
“intercomunicacién” entre marcas epigenéticas (Murr, 2010). De forma general, existen cuatro tipos
diferentes de crosstalk: crosstalk in situ, crosstalk en cis y crosstalk en trans y crosstalk asociado a la
metilacion del ADN.

El crosstalk in situ permite regular las marcas epigenéticas a nivel de un mismo residuo de las colas
N-terminales de las histonas sobre el que pueden incorporarse diferentes modificaciones covalentes. Este
tipo de crosstalk se basa en un impedimento quimico y estérico por el cual, la presencia de una determinada
marca epigenética imposibilita la incorporacion de otra modificacion diferente, o viceversa (Latham y Dent,
2007). El crosstalk in situ es muy comun en residuos de lisina que pueden ser tanto acetilados como
metilados, de forma que la acetilacion del mismo imposibilita su metilacion y viceversa (Nakayama et al.,
2001; Hassan y Zempleni, 2006). Ademas, este tipo de crosstalk ejerce una funcion reguladora muy
importante, ya que dichas marcas excluyentes entre si generalmente promueven y desencadenan procesos
celulares opuestos, como por ejemplo compactacion/descompactacion de la cromatina o
activacion/represion transcripcional (Murr, 2010).

Por su parte, el crosstalk en cis consiste en una modulacién de marcas epigenéticas concretas a partir
de otras marcas epigenéticas incorporadas en residuos diferentes de la misma histona. En este caso, el
crosstalk no se basa en impedimentos quimicos, sino en dos aspectos que contribuyen a regular, positiva
0 negativamente, el reclutamiento de los moduladores epigenéticos implicados en incorporar o liberar la
modificacién sobre la que recae el crosstalk. Uno de estos aspectos son los cambios alostéricos y
estructurales de las histonas asociados a la marca epigenética ya establecida, lo cual facilita o dificulta la
union de dichos factores epigenéticos (Rojas et al., 1999). Por otro lado, la marca epigenética preexistente
también contribuye directamente a establecer este crosstalk en cis, ya que los moduladores epigenéticos
especificos de la otra modificacién pueden actuar, al mismo tiempo, como readers de la marca establecida
(Cheung et al., 2000; Lo et al., 2000). Asi, a diferencia del crosstalk in situ, que siempre es negativo (la
adicion de una marca impide la adicion de otra), el crosstalk en cis puede ser tanto positivo, en el caso de
gue se recluten writers de la modificacion epigenética sobre la que recae el crosstalk, promoviendo su
incorporacién, como negativo, si se reclutan erasers (Murr, 2010). Teniendo en cuenta esto, en la parte A
de la figura 4 se representan algunos de los crosstalk en cis mejor caracterizados en la actualidad para
diferentes histonas.

El tercer tipo de crosstalk, denominado crosstalk en trans, se caracteriza por implicar a modificaciones
covalentes incorporadas en residuos de diferentes histonas. Asi, una marca especifica en la cola N-terminal
de una histona puede promover o impedir la adicién de otra marca epigenética en la cola N-terminal de otra
histona no sélo del octdmero del que forma parte, sino también de histonas localizadas en octameros
cercanos (figura 4, parte B). Diferentes estudios parecian indicar que el crosstalk en trans estaba sujeto a
un mecanismo de regulacion indirecta a través de la marca epigenética preexistente. En este sentido, dicha
marca epigenética seria responsable de desencadenar una cascada de sefializaciéon que, a su vez,
conduciria al reclutamiento de los writers o erasers de la modificacion epigenética dependiente de la
primera. Sin embargo, otros estudios mas recientes han demostrado que, junto con esta regulacion
indirecta, el crosstalk en trans también puede estar sujeto a una regulacion directa en la que la marca
epigenética preexistente recluta directamente los moduladores epigenéticos especificos de la modificacion
subordinada, tal y como ocurre con el crosstalk en cis (Henry y Berger, 2002). En cualquier caso, e
independientemente de si el mecanismo de intercomunicacion entre marcas epigenéticas es directo o
indirecto, el crosstalk en trans puede ser tanto positivo, en el caso de que se recluten writers de otra
modificacién epigenética promoviendo su incorporacion, como negativo, si se reclutan erasers (Murr, 2010).
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Por ultimo, cabe destacar el crosstalk asociado a la metilacion del ADN, un proceso en el que el patrén
de metilacién de una determinada region genémica viene determinado por las modificaciones covalentes
de histonas que tienen lugar en ella (Murr, 2010). Asi, se sabe que diferentes modificaciones epigenéticas
de histonas, tales como la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3, son capaces de reclutar las ADN
metiltransferasas implicadas en el marcaje de las citosinas del ADN con grupos metilo (Lehnertz et al.,
2003), mientras que otras modificaciones (como la di o trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3) inhiben
este reclutamiento (Meissner et al., 2008; Mohn et al., 2008). Teniendo en cuenta esto, se sabe que el grado
de activacion de diferentes writers de modificaciones covalentes de histonas juega un papel imprescindible
en modular la metilacion del ADN. Tal y como se ha dicho anteriormente, este grado de activacion viene
determinado en gran medida por los complejos multiproteicos de los que dichos writers forman parte. En
este sentido, subunidades proteicas de los complejos polycomb, que incluyen en su estructura cuaternaria
metiltransferasas de histonas como EZH1 o EZH2, juegan un papel fundamental en el crosstalk asociado a
la metilacién del ADN y, en Ultima instancia, en la compactacion de la cromatina y el silenciamiento génico
(McCabe et al., 2009).
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Figura 4. Representacion de los diferentes crosstalks en cis (A) y crosstalks en trans (B) mejor caracterizados que
existen entre diferentes modificaciones epigenéticas de las histonas. Las flechas verdes indican un crosstalk positivo
(una modificacién favorece la incorporacion de la otra modificacion), mientras que las flechas rojas indican un crosstalk
negativo (una modificacién imposibilita la incorporacién de la otra modificacion). Modificaciones mutuamente excluyentes
se representan con una flecha roja de dos puntas.
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Junto con los diferentes mecanismos de crosstalk entre marcas epigenéticas, existen otros procesos
capaces de regular el epigenoma celular. Entre ellos, destaca el control de la transcripcion tanto de
diferentes moduladores de la cromatina como de writers, readers o erasers de modificaciones covalentes
de histonas (Mercer y Mattick, 2013; Seto y Yoshida, 2014; Yuqging Yang et al., 2016). Ademas también
existe un mecanismo de regulacion orientado a controlar directamente la actividad catalitica de writers y
erasers. En este aspecto, la fosforilacion de dichos factores epigenéticos, asociada a determinadas
quinasas, constituye un mecanismo muy eficiente en la regulacién del epigenoma celular. Asi, por ejemplo,
la fosforilacion de HDAC1 por las quinasas PKA y CK2 conduce a un aumento significativo de su actividad
deacetilasa (Pflum et al., 2001) o las fosforilaciones en las serinas 86 y 90 de la acetiltransferasa Tip60 a
través de GSK-3 y CDKO9, respectivamente, favorecen su actividad acetiltransferasa a la hora de controlar
la progresion del ciclo celular y promover apoptosis (Lemercier et al., 2003; Charvert et al., 2011; Brauns-
Schubert et al., 2018).

Alteraciones en el epigenoma celular, cominmente asociadas a una desregulacion de los mecanismos
implicados en su modulaciéon y mantenimiento, se han asociado con el desarrollo y/o progresion de
diferentes enfermedades entre las cuales se incluyen Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas
(Stoccoro y Coppede, 2018; Kwon et al., 2016), alteraciones cardiacas (Moore-Morris et al., 2018),
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide o la psoriasis (Surace y Hedrich, 2019; Nemtsova et
al., 2019), enfermedades metabdlicas como diabetes u obesidad (Van Dijk et al., 2015) o cancer. En relacion
a esta Ultima, son multitud de estudios aquellos orientados a identificar alteraciones epigenéticas
especificas segun qué tipo de cancer. Esto ha posibilitado establecer biomarcadores epigenéticos para
diferentes canceres, incluyendo mama, pulmén, colorrectal o diferentes tipos de leucemia, entre otros
(Dumitrescu, 2018; Yice y Ersoy, 2015; Zamani et al., 2016; Mansouri et al., 2018). De forma general, todas
estas alteraciones epigenéticas derivan en modificaciones de la transcripcién y/o la reparacion del dafio
génico, lo que permite a las células alcanzar y estimular diferentes hallmarks del cancer (figura 5). Asi, por
ejemplo, el silenciamiento de los supresores tumorales puede ser debido a una hipermetilacion del ADN o
a un aumento de actividad de diferentes writers, readers o erasers, como la metiltransferasa EZH2, asociada
al complejo represor polycomb. De hecho, este ultimo ejemplo, el aumento de actividad de EZH2, junto con
la hipermetilaciéon asociada de histonas, constituye un marcador epigenético para linfomas de células B y
para diferentes tumores sdlidos, como el cancer de ovario (Lue y Amengual, 2018; Karakashev et al., 2018).
De igual manera, una hiperactividad de HDACs identificada en hepatocarcinomas conduce a una
disminucion de los niveles de acetilacion de histonas y esto, a su vez, a una inactivacion de genes
supresores de tumores y un incremento de la capacidad de invasién y metéastasis (He et al., 2018). Otros
ejemplos de alteraciones del epigenoma asociadas al cancer son la desregulacion del complejo
remodelador de cromatina BAF (perteneciente a la familia SWI/SNF) en cancer de prostata (Sandoval et
al., 2018) o la alteracion en la actividad de diferentes HATs y HDACs, lo que también provoca el
desencadenamiento de diferentes hallmarks entre los cuales destacan la evasion de la apoptosis, el
incremento de la inestabilidad gendémica o la activacién de oncogenes (Di Cerbo y Schneider, 2013).

4 Modulacion de la Control de la .
Epigenoma . Homeostasis
estructura transcripcion y
estable o . - celular
cromatinica reparacion del dafio
Alt B el Modificacion de Alteracion de la Activacion de
ercEiice la estructura transcripcion y los hallmarks Cancer
epigenoma cromatinica reparacion del dafio del cancer

Figura 5. Sucesion de eventos derivados del epigenoma celular responsables del mantenimiento de la homeostasis
celular frente a la alteracion de dichos eventos como consecuencia de una desregulacion del epigenoma, lo cual deriva
en el desarrollo de cancer.
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Ante esta situacion, durante los dltimos afios, han adquirido gran importancia las denominas terapias
epigenéticas, tratamientos orientados a revertir dichas modificaciones epigenéticas que actlan como
drivers del cancer. Para ello, estas terapias requieren establecer mapas epigenémicos tanto de células
sanas como de células tumorales y, a partir de ellos, desarrollar diferentes farmacos que sean capaces de
inhibir la sintesis o bloquear la actividad de aquellos reguladores epigenéticos implicados en el
establecimiento de la modificacion epigenética asociada al cancer (Nebbioso et al., 2018). Asi, por ejemplo,
el Tazemetostat, un inhibidor de EZH2, se encuentra en fase 1 de evaluacion clinica para el tratamiento de
linfomas de células B y diferentes tumores sélidos en estado avanzado en los que la actividad de dicha
metiltransferasa se encuentra alterada (Lue y Amengual, 2018; Nebbioso et al., 2018). Por su parte, la
hiperactividad de HDACs descrita en hepatocarcinomas esta tratando de atajarse con el desarrollo de
Quisinostat, un inhibidor de estos moduladores epigenéticos, obteniendo resultados preliminares
prometedores (He et al., 2018). Otros ejemplos de alguna de la multitud de terapias epigenéticas en
desarrollo se basan en la utilizacion de diferentes inhibidores de HATs y HDACs, tales como LTK-14,
inhibidor de las primeras, o SAHA (Vorinostat), un inhibidor de HDACs que ya ha sido aprobado para el
tratamiento de linfoma cutaneo de células T y que se encuentra en fases clinicas y preclinicas para el
tratamiento de otros tipos de cancer (Dell”Aversana et al., 2012; Di Cerbo y Schneider, 2013).

Una de las principales limitaciones en el desarrollo de estas terapias epigenéticas es la dualidad que
pueden mostrar algunos de los reguladores epigenéticos, actuando al mismo tiempo como oncoproteinas
y como proteinas supresoras de tumores (figura 6). Este fendmeno esta bien caracterizado para las HATSs,
las cuales, como oncoproteinas, muestran una ganancia de funciéon que deriva en una hiperacetilacién de
promotores oncogénicos y con ello una hiperactivacion de oncogenes, mientras que, como proteinas
supresoras de tumores, la pérdida de funcion asociada conlleva una hipoacetilacion de la cromatina que se
traduce a su vez en un silenciamiento de genes supresores de tumores. Por el contrario, las HDACs pueden
conducir a un silenciamiento de genes supresores de tumores cuando actlan como oncoproteinas al
favorecer una deacetilacién de dichas regiones gendmicas, 0 a una hiperactivacion de oncogenes como
consecuencia de una hiperacetilacion de sus promotores cuando muestran una pérdida de funcion (Di
Cerbo y Schneider, 2013). Esta misma interpretacion se puede aplicar para HDMs y HMTs (figura 6). En
este sentido, un ambito aun por explorar en la terapia epigenética del cancer es la utilizacién de activadores
de HATs o HDACs para aquellos tumores en los que estas enzimas muestran una pérdida de funcién
asociada a un silenciamiento transcripcional de genes supresores de tumores 0 a una activacion
transcripcional de oncogenes, respectivamente. Hasta la fecha, Gnicamente se han desarrollado algunos
de estos activadores con resultados aun no concluyentes en el tratamiento del cancer (Di Cerbo y
Schneider, 2013).

Otras terapias epigenéticas se basan en el desarrollo de farmacos con capacidad de inhibir mas de
un tipo de reguladores epigenéticos, aumentando asi el efecto terapéutico. En este sentido, se sabe que el
compuesto natural psammaplina es capaz de inhibir tanto HDACs como DNMTs, mostrando una potencial
y prometedora actividad anticancerigena en diferentes lineas celulares tumorales (Pifia et al., 2003; Young
Ahn et al 2007).

Por ultimo, otro enfoque de terapias epigenéticas se orienta no a revertir las marcas epigenéticas
promotoras del cancer, sino a favorecer un proceso de acumulacion de dafio y muerte celular, tal y como
hacen los agentes quimioterapéuticos clasicos. Para ello, se utilizan fArmacos cuya diana son moduladores
epigenéticos que intervienen en la reparacion del dafio génico. Desde este punto de vista, cabe destacar el
farmaco olaparib, un inhibidor de PARP1. PARP1 es el writer implicado en la ADP-poli-ribosilacion de la
cromatina durante la respuesta al dafio génico. Esta modificacion epigenética, capaz de generar colas de
ADP-ribosa de hasta 200 unidades, conduce a una reorganizacion estructural de la region dafada, un
reclutamiento de la maquinaria de reparacion y a una regulacion de la expresion génica (Ciccarone et al.,
2017). En base a esto, el tratamiento con olaparib promueve una acumulacion de dafio y sensibiliza a las
células tumorales en tratamientos combinados con radiacion ionizante (Kotter et al., 2014). De hecho,
actualmente esta terapia es ampliamente utilizada en distintos tipos de cancer, destacando cancer de mama
y ovario con mutaciones en BRCA1/2 (Fong et al., 2009) o tumores con la expresion de ATM alterada
(Williamson et al., 2010).
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Figura 6. Dualidad de reguladores epigenéticos como oncoproteinas (parte superior) y proteinas supresoras de tumores
(parte inferior). Diferentes writers y erasers epigenéticos pueden actuar como oncoproteinas, cuya mutaciéon conduce a
una ganancia de funcion capaz de derivar en cancer, 0 como supresores de tumores, cuya mutacion implica una pérdida
de funcion, pero deriva, igualmente en el desarrollo de cancer. Teniendo en cuenta esto, las terapias epigenéticas
dirigidas hacia estos reguladores epigenéticos pueden implicar su inhibicién, en el caso de que se comporten como
oncoproteinas o la busqueda de su activacion, si actian como supresores de tumores.
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2.4. EPIGENETICA ASOCIADA A DIFERENTES PROCESOS CELULARES

De acuerdo con el principio mecanistico descrito en el apartado 2.1. de esta introduccion, el propdsito
final de la epigenética es modular y regular diferentes procesos celulares, tales como la replicacion, la
transcripcion o la respuesta al dafio génico. En base a esto, a continuacion, se hace una breve descripcién
de las diferentes funciones que la epigenética ejerce en cada uno de estos procesos.

2.4.1. Replicacion del genomay epigenética

La replicacion del genoma es el proceso de duplicacion del material genético llevado a cabo durante
la fase S del ciclo celular con el propoésito de asegurar la transmision total y fehaciente de la informacion
genética a las células hijas. Teniendo en cuenta la compleja organizacion del material genético, fundamental
para el correcto desarrollo celular, la replicacion implica no s6lo una duplicacion del ADN, sino también del
resto de componentes que conforman la cromatina, incluyendo histonas (Bar-Ziv et al., 2016). Durante este
proceso, las funciones de la epigenética consisten en modular la estructura de la cromatina con el propdsito
de que el proceso se desarrolle correctamente. Entre estas funciones, orquestadas de forma coordinada
por diferentes factores epigenéticos, destacan el desensamblaje de los octameros de histonas a la altura
de la horquilla de replicacion, la progresion de la propia horquilla de replicacién, el reciclaje y ensamblaje
de los nuevos octameros de histonas en torno a las dobles hebras de ADN ya duplicadas y la restauracion
de las marcas epigenéticas con el objetivo de devolver la cromatina a su estado original (Alabert et al.,
2017).

2.4.2. Transcripcion y epigenética

La transcripcién es fundamental para el correcto desarrollo, diferenciacion y mantenimiento de la
homeostasis celular al regular, de forma altamente controlada, los genes que se expresan en cada momento
de acuerdo con las necesidades celulares. La epigenética juega un papel imprescindible en este proceso.
Por un lado, regula la estructura local de la cromatina para posibilitar la transcripcion o silenciamiento de
genes. En este sentido, un patron de acetilacion, asociado a una descompactacion local de la cromatina y
mayor accesibilidad de la maquinaria de transcripcién, promueve de forma general la expresion génica. Por
el contrario, un mayor grado de metilacién del ADN y de las colas N-terminales de las histonas se asocia
normalmente a un silenciamiento de la expresion génica en la zona afectada. Junto con este proceso,
diferentes marcas epigenéticas también estan implicadas en el reclutamiento de diferentes cofactores
transcripcionales (tanto activadores como represores) que actdan como readers de las mismas, lo cual
también contribuye enormemente a la regulacion del proceso de expresion génica. Entre las marcas
epigenéticas mas comunes implicadas en el reclutamiento de estos cofactores transcripcionales se
encuentran las acetilaciones y metilaciones en residuos especificos de histonas o la metilacién directa del
ADN (Heintzman et al., 2007; Heintzman et al., 2009; Ziller et al., 2013; Verdin y Ott, 2015). De igual manera,
otros complejos proteicos que modulan la correcta iniciacion, elongacién y terminacién de la transcripcion,
tales como el complejo de superelongacion (SEC), también son reclutados a las zonas transcripcionalmente
activas a través de determinadas marcas epigenéticas (Osley et al., 2006; Gates et al., 2017). Finalmente,
cabe destacar que el procesamiento post-transcripcional de los ARN mensajeros, incluyendo el fendmeno
de splicing, también viene regulado en gran medida por la epigenética (Dargemont y Babour, 2017).

2.4.3. Dafio génico y epigenética

La funcion de la epigenética en relacion al dafio génico consiste en modular la estructura de la
cromatina en aquellas regiones en las que se ha producido una lesién e inducir el reclutamiento de
diferentes factores reparadores con el propdsito de asegurar una correcta resolucion de la misma (Downs
y Cote, 2005). El trabajo realizado en esta tesis doctoral se ha centrado en la regulacién y funcion de
modificadores epigenéticos especificos implicados en la reparaciéon del dafio. Teniendo en cuenta esto, el
siguiente apartado de esta tesis doctoral desarrolla de forma méas extensa la relacion existente entre la
respuesta al dafio génico y la epigenética.
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3. DANO GENICO

El descubrimiento del ADN como “principio transformante” responsable de contener la informacion
genética esencial para el desarrollo de todos los procesos bioldgicos (Avery et al., 1944) y la elucidacion de
su estructura por Rosalind Franklin, aunque publicada por Watson y Crick (Watson y Crick, 1953),
permitieron explicar el origen de miltiples patologias y defectos celulares. Asi, se puede definir el dafio
génico como cualquier lesiébn o cambio a nivel del genoma capaz de provocar alteraciones en la
homeostasis celular como resultado de modificaciones en la fisiologia y correcto desarrollo de la célula
(Basu, 2018; McNeely, 2020). Estas lesiones ocurren de forma continua en las células a lo largo de las
diferentes etapas del ciclo celular. Asi, por ejemplo, se calcula que, para un ser humano adulto con un total
de 10*3 células, decenas de miles de lesiones ocurren cada dia en cada una de esas células (Jackson y
Bartek, 2009; Ciccia y Elledge, 2010).

3.1. AGENTES CAUSANTES DE DANO GENICO

La naturaleza de las lesiones generadas en el ADN es muy variable, de forma que a lo largo del tiempo
se han definido y establecido multitud de agentes causantes de dafio génico. En la actualidad, estos agentes
se pueden clasificar en dos grandes grupos: agentes exdgenos y agentes enddgenos de dafio génico
(Jackson y Bartek, 2009).

3.1.1. Agentes exogenos del dafio

Los agentes exdgenos constituyen todas aquellas fuentes externas al organismo que son capaces
de alterar la estructura y estabilidad de la cromatina, modificando de esta manera el genoma. Una de las
mayores fuentes de dafio exdgeno son las radiaciones de mayor energia del espectro electromagnético que
existen a partir de la radiacion ultravioleta (UV). Este tipo concreto de radiacion genera diferentes
fotoproductos en el ADN, entre los cuales destacan los dimeros de pirimidina (bien en la misma hebra de
ADN o bien en hebras complementarias), alterando la estructura normal de los &cidos nucleicos (Ikehata y
Ono, 2011). Con mayor frecuencia que la radiacion UV, las radiaciones ionizantes (rayos X y rayos y) se
asocian a lesiones alin mas severas en el ADN. La elevada energia de este tipo de radiaciones induce la
produccion de altas cantidades de especies reactivas del oxigeno. Como resultado, estos compuestos son
capaces de oxidar el ADN a nivel de sus bases nitrogenadas, lo que deriva en diferentes lesiones de la
molécula (Santivasi y Xia, 2014). Otro tipo comun de agentes exdgenos de dafio son compuestos quimicos
de distinta naturaleza, incluyendo agentes alquilantes, oxidantes, nitrosaminas, epodxidos alifaticos, etc.
Estos compuestos pueden ser incorporados al organismo a través de diferentes vias, como la dieta o la
aplicacién tépica, y son capaces de inducir modificaciones en el ADN (generalmente aductos derivados de
la formacion de enlaces covalentes entre bases nitrogenadas) que alteran la informacién genética celular
(Yu et al., 2018). En base a esto, los agentes quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento del cancer
representan también agentes exégenos de dafio. Su suministro tiene como objetivo inducir la acumulacion
de gran cantidad de dafio, aunque de forma inespecifica, en las células tumorales (con mayor tasa de
divisién celular). Algunos de los agentes quimioterapéuticos mas conocidos son el cisplatino o la
doxorrubicina (también llamada adriamicina), de uso comun en el tratamiento de diferentes tumores sélidos,
linfomas y leucemias (Hortobagyi, 1997). Esta Gltima, empleada durante el desarrollo de esta tesis doctoral
como agente inductor de dafio, constituye un inhibidor de la ADN topoisomerasa lla, una enzima que regula
la topologia del ADN favoreciendo su relajacion y descompactacion de regiones super-enrolladas que se
generan en procesos como la replicacion del ADN (Burden y Osheroff, 1998). Para ello, esta enzima genera
un corte sobre las dos hebras del ADN en dichas regiones, quedando unida a cada una de ellas a través
de los extremos 5 libres generados. Seguidamente, la enzima hace pasar otro segmento de ADN
bicatenario intacto que también forma parte de la regién super-enrollada a través del hueco generado como
consecuencia de la rotura de doble cadena. Al pasar por esta apertura, el ADN libera su stper-enrollamiento
y pasa a estar en una conformacion relajada. Finalmente, la topoisomerasa vuelve a ligar las dos hebras
cortadas, devolviendo el ADN a su estructura intacta. Teniendo en cuenta esto, la doxorrubicina es capaz
de unirse de forma no covalente al complejo ADN-topoisomerasa Il formado tras el corte de las dos hebras
de ADN y bloquea la actividad ligasa de la enzima, que no es capaz de unir los extremos 3" y 5° generados.
Como resultado se generan y acumulan roturas de doble cadena a lo largo del ADN en células con alta tasa
de replicacion, lo cual induce la muerte celular (Pendleton et al., 2014).
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3.1.2. Agentes endodgenos del dafio
Los agentes endégenos del dafio estan representados por un conjunto tanto de procesos celulares
como de compuestos derivados del metabolismo que son capaces de alterar la estructura del ADN.

Entre los procesos celulares mas destacados que representan agentes enddgenos del dafio
destacan la hidrélisis no enzimatica del enlace glucosidico que se establece entre la desoxirribosa y la base
nitrogenada de un nucleétido, generando sitios libres de bases (apurinicos o apirimidinicos) que
distorsionan la estructura y estabilidad de la cromatina (Lindahl y Barnes, 2012). Otros procesos celulares
asociados a dafio enddgeno son la metilacion del ADN en posiciones atipicas del nucleétido, generando
variantes como la 7-metilguanosina o la 3-metiladenina, o la desaminaciéon de bases como la citosina,
adenina, guanina o 5-metilcitosina, generando uracilo, hipoxantina, xantina y timidina, respectivamente.
Todas estas variantes nucleotidicas, de nuevo, desestabilizan la estructura del ADN y pueden conducir a la
aparicién tanto de roturas de sus hebras como de mutaciones durante el proceso de replicacion. Por ultimo,
estas lesiones también pueden generarse de forma espontanea como consecuencia de errores en la
incorporacion de nucleétidos durante la replicacién o debido al funcionamiento defectuoso de enzimas como
las ADN topoisomerasas | y Il (Lindahl y Barnes, 2012).

En cuanto a los compuestos derivados del metabolismo que actdan como agentes endégenos del
dafio caben destacar las especies reactivas del oxigeno, como son el anion superoxido, el peroxido de
hidrégeno o el radical hidroxilo, entre otros. Estos compuestos actdan como fuertes oxidantes del ADN,
generando variantes nucleotidicas deletéreas tales como la 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-oxo-G), lo cual, tal
y como ocurria con las radiaciones ionizantes, deriva en la aparicion de roturas de la cadena del ADN
(Bruner et al., 2000).

3.2. TIPOS DE LESIONES ASOCIADAS AL DANO GENICO

El dafio génico generado por los diferentes agentes descritos implica una alteracién de la estructura
normal del ADN y/o la cromatina, formando lo que se conocen como aductos de ADN. En general, estos
aductos de ADN derivan en dos grandes tipos de lesiones asociadas al dafio génico: los apareamientos
errbneos de bases y las roturas del ADN. Los apareamientos erroneos (0 mismatches) implican un
emparejamiento de bases no complementarias entre las dos hebras de ADN como consecuencia tanto de
modificaciones quimicas en una de las bases como de errores en la lectura de la ADN polimerasa durante
el proceso de replicacion (Fishel y Lee, 2016). Como consecuencia de este error de emparejamiento, se
generan bucles o loops en las hebras de ADN que, por un lado, desestructuran y desestabilizan la cromatina
en mayor medida, y, por otro, conducen a la apariciéon de mutaciones. Por su parte, las roturas del ADN
implican un corte en una (SSB, del inglés single strand break) o las dos hebras (DSB, del inglés double
strand break) de ADN, generando una discontinuidad en la molécula conocida como gap, que altera en gran
medida la funcionalidad del ADN (Chatterjee y Walker, 2017).

En cualquier caso, los dos tipos de alteraciones celulares resultantes del dafio génico, ya sean
apareamientos erroneos de bases o roturas en la(s) cadena(s) del ADN, suponen una enorme inestabilidad
gendmica que puede derivar en la pérdida de la homeostasis celular y el desarrollo de mudltiples
enfermedades como el cancer o enfermedades neurodegenerativas. Por este motivo, las células han
desarrollado la denominada respuesta al dafio génico (DDR, de sus siglas en inglés DNA damage
response), que se describe en el siguiente apartado de forma extensa.
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4. RESPUESTA AL DANO GENICO Y EPIGENETICA

La respuesta al dafio génico (DDR) es un conjunto de complejas rutas de sefializaciéon orientadas a
reparar las diferentes lesiones generadas en el ADN como consecuencia de los agentes inductores de dafio
génico (Chatterjee y Walker, 2017). El sistema de sefializacién asociado a la DDR depende en gran medida
del tipo de lesion generada en el ADN y de las condiciones celulares bajo las que dicha lesion se ha
producido. En base a esto, se han descrito diferentes mecanismos de reparacion del dafio génico, descritos
a continuacion.

4.1. REPARACION IN SITU

La reparacion in situ es un tipo de respuesta al dafio que consiste en la eliminacién directa de aductos
pequefios de ADN, tales como bases alquiladas o metilaciones atipicas del ADN, previo a la generacién de
lesiones de mayor alcance. Este proceso implica la actividad de enzimas concretas capaces de catalizar la
eliminacion de los grupos o estructuras quimicas adicionadas en el ADN, devolviendo el nucleétido
modificado a su forma basal (Lindahl y Barnes, 2000; Zhang et al., 2017).

4.2. REPARACION POR ESCISION DE BASES

La reparacion por escision de bases (BER, de sus siglas en inglés base excision repair) es otro
mecanismo de reparacion orientado a la eliminacion directa de las modificaciones quimicas que se
producen a nivel de una determinada base nitrogenada, como pueden ser la metilacion, desaminacién o
hidroxilacién, y que no producen distorsiones significativas en la doble hélice del ADN. Este proceso, a
diferencia de la reparacion in situ, implica la generacion de roturas de cadena sencilla para liberar asi el
nucleétido modificado y, posteriormente, reponerlo y cerrar el hueco generado. Para ello, la ADN
glucosilasa induce una primera ruptura del enlace glucosidico formado entre la desoxirribosa y la base
nitrogenada del nucledtido modificado. De esta manera se genera un sitio apurinico o apirimidinico
reconocido por una endonucleasa denominada APE1 que escinde el esqueleto glucidico del nucleétido,
generando el gap. Llegados a este punto, se desencadena una de las dos rutas de reparacion de roturas
de cadena sencilla descritas en el apartado 4.5. (Wallace, 2014). Cabe destacar que el desencadenamiento
de una u otra ruta depende de la enzima ADN glucosilasa responsable de liberar la base nitrogenada. En
términos generales, las glucosilasas monofuncionales (Unicamente tienen actividad glucosilasa)
desencadenan la ruta corta de reparacién de roturas de cadena sencilla, mientras que glucosilasas
bifuncionales (ademas de la actividad glucosilasa, cuentan con actividad liasa) inducen la ruta larga de
reparacion (Dianov y Hubscher, 2013).

4.3. REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS

La reparacion por escision de nucledtidos (NER, de sus siglas en inglés nucleotide excision repair)
esta orientado a eliminar el/los nucleétido/s modificado/s que generan lesiones voluminosas en el ADN,
como pueden ser los dimeros de pirimidina asociados a la radiacion UV o el dafio causado por agentes
quimioterapéuticos. Al igual que la BER, este mecanismo supone la generacion de un gap a nivel de la
hebra portadora de dichas lesiones. Sin embargo, en este caso, el proceso implica la apertura de la doble
hélice a nivel del dafio por medio de diferentes helicasas, generando una horquilla de unos 30 pares de
bases. Seguidamente, a través de diferentes intermediarios que permiten reconocer la hebra modificada y
estabilizar la estructura, las endonucleasas XPG (también conocida como ERCC5) y ERCC1/XPF cortan la
cadena dafiada por sus extremos 3" y 5” respectivamente. Esto genera un hueco de entre 24 y 32 pares de
bases, estabilizado y protegido por las proteinas RPA (replication protein A) y PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), rellenado por las ADN polimerasas &/¢ y sellado por la ADN ligasa Ill (Chatterjee y Walker,
2017).

4.4. MISMATCH REPAIR

El mismatch repair (MMR) es un mecanismo de reparacion del dafio que tiene lugar cuando las
modificaciones en los nucledtidos conducen a un apareamiento erréneo de bases. Para ello, diferentes
complejos proteicos formados por miembros de la familia MSH (del inglés, MutS homolog) reconocen los
apareamientos erréneos y la deformacion estructural de la cromatina asociada a ellos. Estos complejos
actian como factores de reclutamiento de otras proteinas y complejos proteicos, tales como la exonucleasa
1, la endonucleasa FEN, el factor PCNA o las ADN polimerasas 8/, responsables de escindir la cadena
portadora de los nucleétidos modificados causantes del apareamiento erréneo, estabilizar la estructura
intermediaria de reparacion y resintetizar dicha cadena con nucledtidos no modificados (Fishel y Lee, 2016).

27



Introduccion

4.5. REPARACION DE ROTURAS DE CADENA SENCILLA

La reparacion de roturas de cadena sencilla (SSB, de sus siglas en inglés) es el mecanismo orientado
a reparar aquellos gaps generados en una de las hebras del ADN como consecuencia de estrés oxidativo,
errores en la actividad de la ADN topoisomerasa o durante el proceso de reparacion mediante escision de
bases. Este proceso de reparacion adquiere gran importancia, puesto que la no correccién de SSBs
conduce a un colapso de la replicacién, parada de la transcripcién e inestabilidad genémica que, a su vez,
inducen muerte celular. La reparacion de roturas de cadena sencilla incluye dos rutas de reparacion
diferentes, de forma que la activacion de una u otra depende fundamentalmente de la fuente de dafio
causante de la lesion (Chatterjee y Walker, 2017).

La ruta de reparacion corta de SSB (short patch) consiste en el reclutamiento directo de la ADN
polimerasa 8 al gap generado, la cual cataliza la incorporacién del nucleétido correspondiente que ha sido
eliminado. Tras esto, la ADN ligasa 3 cataliza la ligacién de dicho nucleétido a la hebra, quedando reparada
la lesion.

En la ruta de reparacion larga de SSB (long patch), el gap generado es marcado por PARP1 mediante
ADP-polirribosilaciéon. Esta marca es detectada por la exonucleasa FEN1 que, a partir del extremo 5 del
gap, elimina entre 2 y 10 nucleétidos, generando un gap de mayor tamafio. Tras esto, la ADN polimerasa
B, en combinacion con las ADN polimerasas &/, catalizan la adicion de una nueva cadena de 2 a 10
nucleétidos complementaria a la hebra no modificada y la ADN ligasa 1 cierra la unién entre esta nueva
cadena sintetizada y el resto de la hebra (Chatterjee y Walker, 2017).

4.6. REPARACION DE ROTURAS DE DOBLE CADENA

La reparacion de roturas de doble cadena constituye el mecanismo de reparacion mas complejo de la
respuesta al dafio génico. La introduccion de esta tesis doctoral se centra en este mecanismo de respuesta
al dafio, por ser las roturas de doble cadena las formas méas deletéreas de dafio génico sobre la cual se
trabaja en los resultados posteriormente mostrados. De hecho, la incapacidad de reparar roturas de doble
cadena se ha asociado con el desarrollo de diferentes enfermedades, tales como progeria, infertilidad,
deficiencias en el sistema inmunitario o multitud de cénceres (Jackson y Barket, 2009). El proceso de
reparacion de DSB se puede dividir en 3 etapas diferentes: sensibilizacion al dafio, mediacion del dafio y
resolucion del dafio. En todas ellas, y méas notablemente durante la sensibilizacion y mediacién del dafio, la
epigenética juega un papel fundamental, tal y como se describe a continuacion.

4.6.1. Sensibilizacion al dafio

La sensibilizacion al dafio es la primera etapa de la reparacion de roturas de doble cadena y consiste
en el reconocimiento de la lesion y reclutamiento de diferentes proteinas implicadas en disparar la cascada
de sefializacion. De forma general, en el proceso de sensibilizacion intervienen dos tipos de proteinas
sensoras: factores de transcripcion y proteinas sensoras con actividad en la zona de la lesion (Bantele y
Pfander, 2019). Los factores de transcripcién son responsables de, en respuesta al dafo, activar el
checkpoint de dafio génico, inducir la parada del ciclo celular y promover la expresion de proteinas que
participaran en etapas posteriores de la respuesta al dafio (Bantele y Pfander, 2019). Por otro lado, las
proteinas sensoras con actividad en la zona de la lesion se reclutan rapidamente a la region de la cromatina
donde se encuentra la DSB para poder iniciar el proceso de reparacién. Una vez reclutadas, la funcién de
estas proteinas puede ser estructural, permitiendo el reclutamiento de nuevas proteinas a la zona del dafio,
0 enzimatica, catalizando diferentes procesos que favorecen el proceso de reparacion (Bantele y Pfander,
2019). Entre las proteinas sensoras con funcién enzimatica destacan diferentes reguladores epigenétcos
implicados en establecer un sello epigenético concreto en la zona del dafo, descrito mas detalladamente
en el subapartado que sigue a este punto de la introduccién. Otro componente sensor de gran importancia
es el complejo MRN, altamente conservado en la evolucion. Este complejo esta formado por las proteinas
Mrell (meiotic recombination 11), con actividad endo- y exonucleasa, Rad50, con actividad ATPasa y
NBS1, sin actividad catalitica (Lamarche et al., 2010). En conjunto, la funcién del complejo MRN durante la
sensibilizacion al dafio es unirse y proteger los extremos de ADN generados tras la rotura y actuar como
proteina reclutadora de otras proteinas (Williams et al., 2010). Una de las proteinas que recluta el complejo
MRN es ATM, que también desempefia una funcion fundamental durante esta etapa. ATM es una quinasa
perteneciente a la familia PIKK (phosphoinositole 3-kinase-like kinase) que en condiciones basales forma
un dimero inactivo. Tras la aparicion de dafio, este dimero es acetilado en la lisina 3016 por Tip60 (Sun et
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al., 2007) y posteriormente se autofosforila en sus residuos de serina 367, 1893, 1981 y 2996 y treonina
1885, pasando a formar mondmeros parcialmente activos (Kozlov et al., 2010).

Los mondmeros de ATM son reclutados por MRN a la region del dafio, adquiriendo una conformacién
completamente activa en la que desempefian sus funciones como proteina sensora. Entre estas funciones,
cabe destacar la fosforilacion de los tres miembros del complejo MRN a través del cual la quinasa ha sido
reclutada a la zona del dafio. Las fosforilaciones de NBS1 en los residuos S278 y S343 (éste Ultimo también
fosforilado por VRK1 (Monsalve et al., 2016)) y de Rad50 en el residuo S635 son fundamentales, entre otras
cosas, para la activacion de los checkpoints y parada del ciclo celular. Por su parte, la fosforilacion de Mrel1l
a través de ATM (residuos S676, 678 y 681) es esencial en la reseccion del ADN, un proceso que consiste
en generar, a partir del gap que aparece tras la rotura de la doble cadena, extremos monocatenarios 3
libres en cada una de las hebras mediante la actividad catalitica de la exonucleasa Exol. Este proceso va a
ser fundamental para el devenir de la DDR (Lavin et al., 2015). Otra de las principales funciones de ATM
como proteina sensora es actuar como writer epigenético, tal y como se describird en el siguiente
subapartado. A pesar de la temprana actuacion de las proteinas sensoras en respuesta a las DSBs, el
mecanismo de sefializacion inicial y primigenio que permite conectar directamente la lesion en el ADN con
la activacion y reclutamiento de estas proteinas es aun poco conocido.

4.6.1.1. Epigenética en la sensibilizacién al dafio

La epigenética tiene un papel fundamental en la primera etapa de la reparacion de roturas de doble
cadena. En este aspecto, el establecimiento de diferentes marcas epigenéticas locales en la cromatina a
nivel del dafio es esencial para el inicio y progresion de esta etapa. Una de las primeras marcas epigenéticas
que tienen lugar en el proceso es llevada a cabo por la ATPasa p400, la cual actia como un remodelador
de la cromatina dependiente de ATP promoviendo el intercambio de la histona H2A por su variante H2A.Z.
Esto genera unos nucleosomas menos estables, que derivan en una conformacién cromatinica mas laxa,
favoreciendo una apertura parcial de la misma (Price y D"Andrea, 2013). Una vez establecido este cambio
conformacional, se produce una acetilacién de la lisina 16 de las histonas H4 (H4K16ac), que es
comunmente conocida como la principal marca epigenética asociada a la sensibilizacion del dafio. Este
proceso es catalizado, principalmente, por la acetiltransferasa Tip60 (KAT5) (Deem et al., 2012; Chen et al.,
2015). El resultado de esta acetilacion es una mayor relajacion local de la cromatina, fundamental para que
ésta adquiera una conformacion abierta. Con ello se posibilita, por un lado, la exposicion y accesibilidad a
otras marcas epigenéticas, como las trimetilaciones de las lisinas 9 y 36 de la histona H3 (H3K9me3 y
H3K36me3), que favorecen y estabilizan la union de Tip60 a la cromatina, y por otro, la entrada de las
diferentes proteinas y complejos reparadores, como los anteriormente mencionados MRN y ATM, o PARPL1.
En este sentido, la funcion epigenética de ATM durante la sensibilizacion del dafio es fosforilar a la variante
de histona H2AX en su serina 139, pasando a denominarse yH2AX (Bekker-Jensen y Mailand, 2010). Junto
con ATM, la quinasa VRK1 también actla en este nivel de la respuesta al dafio génico, siendo capaz de
fosforilar a H2AX en este mismo residuo para amplificar y favorecer aiin mas la respuesta (Salzano et al.,
2015). Como resultado, yH2AX se establece como un punto de anclaje fundamental para el reclutamiento
de nuevas proteinas, amplificando en gran medida la cascada de sefalizacién que da inicio a la segunda
etapa de la respuesta al dafio génico (Bekker-Jensen y Mailand, 2010). Por su parte, PARP1 también
desempefia una funcion epigenética fundamental. Una vez que la cromatina es acetilada en la H4K16 y
adquiere una conformacion abierta, esta proteina reconoce la rotura y se une directamente al ADN en la
region dafiada. Esta union induce un cambio conformacional en PARP1 que incrementa significativamente
su actividad catalitica (Langelier et al., 2012). Como consecuencia, se produce una ADP-polirribosilacion
en multiples residuos de arginina, aspartico, glutdmico, lisina y serina de las colas N-terminales de las
histonas (Zhang et al., 2013; Leidecker et al., 2016). Esto, al igual que yH2AX, constituye un punto de
anclaje para nuevas proteinas implicadas en la reparacion, amplificando ain mas la respuesta y dando
paso a la segunda etapa de la reparacion de roturas de doble cadena (Tallis et al., 2014; Weiy Yu, 2016).
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4.6.2. Mediacion del dafio

Durante la reparacioén de roturas de doble cadena, la mediacion del dafio se puede entender como
el proceso de amplificacién de la cascada de sefializacién mediante el reclutamiento de diferentes proteinas
cuya funcion va a ser, principalmente, establecer y asegurar el tipo de mecanismo de reparacién que se
desarrollara posteriormente, durante la resolucién del dafio (Bantele et al., 2019).

Tal y como se ha dicho anteriormente, muchas de las marcas epigenéticas establecidas durante la
sensibilizacion al dafio (YH2AX, H4K16ac o ADP-polirribosilacion, entre otras) son fundamentales a la hora
de desencadenar esta etapa de mediacién al posibilitar el reclutamiento de proteinas mediadoras. Asi, por
ejemplo, la marca de yH2AX promueve el reclutamiento y la acumulacion de MDC1 (del inglés, mediator of
DNA damage checkpoint 1), que se une a la histona fosforilada de forma dependiente a la acetilacion de la
H4K16 (Lou et al., 2006). Esta uniéon yH2AX-MDC1 favorece, a su vez, el reclutamiento de nuevas unidades
de ATM, que, por lo tanto, ademas de actuar como proteina sensora, también desempefia un papel como
proteina mediadora. En este sentido, ATM, ademas de realizar funciones epigenéticas descritas en el
subapartado 4.6.2.1., fosforila a la propia MDC1 en la treonina 4. Dicha fosforilacion posibilita la
dimerizacion de la proteina que, como consecuencia, se une a NBS1 del complejo MRN, estabilizando su
union a la zona dafiada del ADN y amplificando asi la respuesta (Liu et al., 2012). Junto con ATM, la unién
YH2AX-MDC1 vy fosforilacion de esta Ultima también favorece el reclutamiento de otras proteinas
mediadoras, tales como 53BP1 (p53-binding protein 1) o BRCA1 (breast cancer associated 1), las cuales
establecen el nexo de union entre las etapas de mediacion y resolucion del dafio, determinando en ultima
instancia el mecanismo de reparacién que se activa. Teniendo en cuenta esto, el proceso de reclutamiento
de estas proteinas mediadoras debe estar altamente controlado con el fin de garantizar el desarrollo de un
correcto proceso de reparacion. En este sentido, las modificaciones epigenéticas llevadas a cabo durante
esta etapa juegan un papel fundamental.

4.6.2.1. Epigenética en la mediacion del dafio

Durante la mediacién del dafio, una de las principales funciones de la epigenética es promover la
formacion el complejo yH2AX-MDC1. En este sentido, cabe destacar que la formacion y estabilizacion de
dicho complejo depende no sélo de la fosforilacién de H2AX en la S139 (por la cual pasa a denominarse
yH2AX), sino también de la liberacion de otras modificaciones epigenéticas de la propia histona. Entre ellas,
es importante la pérdida de fosforilacién en su tirosina 142, proceso catalizado por las fosfatasas EYAl y
3. De hecho, se sabe que la no desfosforilacion de este residuo de H2AX bloquea el desarrollo de la DDR
y estimula la apoptosis al constituir un punto de unién de factores proapoptéticos (Cook et al., 2009). Una
vez establecido y estabilizado, el complejo yH2AX-MDC1 desencadena nuevas modificaciones
epigenéticas a través del reclutamiento de ATM previamente descrito. Entre ellas, cabe destacar la
fosforilacion de nuevas histonas H2AX en torno a la zona del dafio, estableciéndose un bucle de
retroalimentacién positiva por el cual, aumentan los niveles de yH2AX que, a su vez, aumentan el
reclutamiento de nuevas unidades de MDC1 y ATM. Este proceso garantiza la incorporacion de suficiente
magquinaria de reparacion en la region dafiada, lo que asegura la posterior resolucién de la lesion (Deem et
al., 2012).

Mas alla del complejo yH2AX-MDC1, multitud de reguladores epigenéticos actian como proteinas
mediadoras previo reclutamiento de las mismas a la zona del dafio. Entre ellos se encuentra la
acetiltransferasa GCN5, también reclutada de forma yH2AX-dependiente, que se encarga de establecer
nuevas marcas de acetilacion sobre la histona H3. Estas marcas epigenéticas constituyen puntos de anclaje
para complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP, como miembros de la familia
SWI/SNF, los cuales aumentaran en mayor medida la accesibilidad a la cromatina y facilitaran la progresion
del bucle de retroalimentacion positiva establecido por yH2AX-MDC1-ATM. Ademas, otras HATs de las
histonas H3 y H4, como p300 o CBP, también se acumulan en las zonas dafiadas y cooperan con el
complejo SWI/SNF, mediante la acetilacién de sus dianas, en el proceso de relajacién de la cromatina
(Deem et al., 2012; Rai et al., 2006).

Junto con estas modificaciones epigenéticas, comunes y esenciales para la progresion de la DDR,
durante la etapa de mediacién del dafio es necesario establecer otras modificaciones especificas que
determinen, tal y como se ha indicado anteriormente, el tipo de reparacién que se desarrollara durante la
Ultima etapa de resolucion del dafio. En este sentido, el reclutamiento de 53BP1 promueve la uniéon de
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extremos no homologos (NHEJ), mientras que el reclutamiento de BRCA1 induce una reparacién por
recombinaciéon homologa (HR). Teniendo en cuenta esto, a continuacion se describen las modificaciones
epigenéticas especificas que se establecen y liberan para el reclutamiento de cada una de estas proteinas
mediadoras. Cabe destacar que el establecimiento de unas u otras marcas epigenéticas depende de
diferentes factores, como la fase del ciclo celular en la que se ha producido el dafio, la fuente del mismo o
los cambios estructurales especificos establecidos en la cromatina a consecuencia de la lesién (Ceccaldi
et al., 2016).

A. Reclutamiento de 53BP1y promocion de la NHEJ

El reclutamiento de 53BP1 a la zona de dafio implica gran variedad de modificaciones epigenéticas.
Una de las mas importantes a destacar es la eliminacion de las marcas de H4K16ac establecidas durante
la primera etapa de la DDR (Hsiao y Mizzen, 2013). Esta eliminacién es esencial para el establecimiento de
la dimetilacion de la lisina 20 de la histona H4 (H4K20me2), pues ambas modificaciones son mutuamente
excluyentes y es esta Ultima la que posibilita la union de 53BP1, a través de los dominios TUDOR, a la
cromatina. Asi, una vez liberadas las marcas de H4K16ac, son las metiltransferasas SET8 y MMSET las
gue, como writers epigenéticos, son reclutadas especificamente a la cromatina. En primer lugar, SET8
monometila la H4K20 y, posteriormente, la fosforilacion de la serina 102 de MMSET catalizada por ATM,
posibilita la unién de esta metiltransferasa a MDC1 para catalizar la dimetilacion (Pei et al., 2011; Dulev et
al., 2014). Junto con la H4K20me2, se sabe que otras modificaciones epigenéticas también promueven el
reclutamiento y uniéon de 53BP1. Entre ellas destacan la propia fosforilacion de H2AX, la dimetilacion de la
lisina 79 de la histona H3 (H3K79me2) a través de la metiltransferasa DOTLL, que también permite la union
de 53BP1 a través de sus dominios TUDOR (Wakeman et al., 2012), o la ubiquitinacion de la lisina 15 de
la histona H2A (H2AK15ub). Esta dltima modificacion es catalizada por la ubiquitina ligasa E3 RNF168 y
reconocida por el médulo Tudor-UDR de 53BP1 (Fradet-Turcotte et al., 2013). Por ultimo, cabe destacar
que, recientemente, otros estudios parecen indicar que la deacetilacion de la lisina 18 de la histona H3
mediada por SIRT7 también es necesaria para la acumulacion de 53BP1 en las DSBs (Vazquez et al.,
20186).

Una vez establecidas estas modificaciones que posibilitan el reclutamiento de 53BP1, esta proteina
puede ser fosforilada por ATM y VRK1 en las serinas 25 y 29 (Ward et al., 2003; Sanz-Garcia et al., 2012)
y en la serina 1219 (proceso catalizado Unicamente por ATM e indispensable para la estabilizacién de
53BP1 y progresiéon del proceso de reparacion) (Lee et al., 2009). El patron de fosforilacién de 53BP1
posibilita el reclutamiento de RIF1, una proteina que se une a los extremos generados tras la rotura de
doble cadena, bloqueando la reseccién del ADN y el reclutamiento de BRCA1, promoviendo asi la
reparacion de NHEJ frente a la HR (Chapman et al., 2013).

B. Reclutamiento de BRCA1y promocion de la HR

El reclutamiento de BRCAL, una ubiquitina ligasa E3, estad mediado por el establecimiento de marcas
epigenéticas especificas, algunas de ellas excluyentes a aquellas establecidas en el reclutamiento de
53BP1. En este sentido, el mantenimiento y acumulacion de los niveles de H4Kl1l6ac favorece
indirectamente la acumulacion de BRCAL. Esto es debido a que dicha marca epigenética garantiza el
mantenimiento de la H4K20 en estado no metilado. Bajo estas condiciones (ausencia de metilacién), uno
de los complejos formados por BRCA1 (BRCA1-BARD1) es capaz de unirsea la H4K20 (Tang et al., 2013).

Junto con la H4K16ac, la poliubiquitinacién de la lisina 199 de las histonas H2A y H2AX, juega un papel
fundamental en el reclutamiento de BRCA1 y, mas concretamente, de otro de los complejos de los que
forma parte, llamado complejo BRCAL-A. Esta poliubiquitinacién es mediada por diferentes writers
epigenéticos. En primer lugar, RNF2, miembro del complejo represor Polycomb 1, se une a NBS1 del
complejo MRN reclutado y promueve la monoubiquitinacion del residuo (Ginjala et al., 2011). A
continuacién, otras dos ubiquitina ligasas E3, RNF8 y RNF168, que reconocen e interaccionan con la
proteina MDC1 fosforilada por ATM, catalizan la diubiquitinacion y poliubiquitinacion, respectivamente, de
la lisina 199, estableciendo cadenas de poliubiquitina en la que los monémeros estan unidos por su lisina
63. Estas cadenas de poliubiquitina reclutan directamente a la subunidad RAP80 del complejo BRCA1-A
(Mailand et al., 2007; Dail et al., 2009).
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Por su parte, el complejo BRCA1-C, que incluye en su estructura a la endonucleasa CtIP, es reclutado
a la zona de dafio a través de la fosforilacion de dicha endonucleasa por parte de ATM y CDKs
caracteristicas de las fases S y G2 del ciclo. De esta manera, el complejo BRCA1-C se une a MRN, proceso
que sera fundamental durante la resolucion del dafio para inducir la reseccion del ADN (Chen et al., 2008).

Una vez reclutada a la cromatina a través de estos complejos, BRCA1 es fosforilada tanto por ATM
como por otras quinasas como Chkl, estabilizando la unién y/o actividad de la ubiquitina ligasa de forma
que ésta pueda desempenfiar diferentes funciones. Por un lado, promueve la defosforilacion de 53BP1
mediante el reclutamiento de la fosfatasa PP4C. Como consecuencia, RIF1 se libera de las DSBs,
favoreciendo el proceso de reseccion del ADN y con ello la HR (Isono et al., 2017). Por otro lado, BRCA1
es capaz de mediar, especialmente a través del complejo BRCAL1-C, el reclutamiento tanto de diferentes
erasers implicados en la liberacién de las marcas de metilacion y ubiquitinacion asociadas al reclutamiento
de 53BP1 como de otras proteinas reparadoras implicadas en la resolucion del dafio por HR (Stolz et al.,
2010).

Una vez desempefiadas estas funciones, BRCA1 es fosforilada por Chk2 (que, a su vez, es fosforilada
en su residuo T68 y activada por ATM) en su serina 988, lo que promueve la disociacion de la ubiquitina
ligasa de los focos de reparacion para favorecer y dar paso, asi, a la fase de resolucion del dafio (Stolz et
al., 2010).

4.6.3. Resolucion del dafio

Esta Ultima etapa del proceso de reparacion de DSBs consiste en la reparacion de la ruptura
generada, asegurando el mantenimiento de la estructura del ADN. Tal y como se ha dicho anteriormente,
la resolucién del dafio implica diferentes mecanismos de reparacion, de forma que el desarrollo de uno u
otro va a venir determinado por el tipo de modificaciones epigenéticas y proteinas que han sido reclutadas
ala zona dafada (Ceccaldi et al., 2016). En base a esto, los dos principales mecanismos de reparacion son
la union de extremos no homoélogos, mediada por 53BP1, y la recombinacion homdloga mediada por
BRCA1, que se describen brevemente a continuacidbn. Ambos mecanismos constituyen procesos
enzimaticos llevados a cabo por proteinas reparadoras que han sido previamente reclutadas. Por ello,
durante esta etapa, la epigenética no juega un papel tan importante como lo hacia en las etapas anteriores.

4.6.3.1. Recombinacién homdéloga (HR)

La HR promovida por la proteina mediadora BRCAL requiere de una reseccion del ADN que genere
extremos 3” libres a nivel de la DSB en cada una de las hebras (Ceccaldi et al., 2016). Este proceso de
reseccion es llevado a cabo, en primera instancia, por la endonucleasa ctIP del complejo BRCA1-C, la cual
genera extremos 3’ libres de una longitud reducida (alrededor de 20 pares de bases) y, posteriormente, por
la exonucleasa Exol (Huertas y Jackson, 2009). Tal y como se ha mencionado anteriormente, este proceso
de reseccion del ADN depende en gran medida de las CDKs especificas de las fases S/G2 del ciclo, al
fosforilar diferentes sustratos como la endonucleasa ctlP o la exonucleasa Exol y posibilitar asi su
reclutamiento a la zona del dafio (Tomimatsu et al., 2014). Los extremos 3" libres generados son entonces
protegidos por la proteina RPA, evitando de esta manera que se formen estructuras secundarias no
deseadas y que los extremos monocatenarios sean degradados. Llegados a este punto, entran en juego
una serie de recombinasas (Rad51, Rad52 y Rad54) que llevan a cabo el proceso clave de la HR. De estas
3 proteinas, Rad51 proporciona la actividad catalitica y se recluta a los extremos 3” libres a través de los
complejos BRCA1-BARD1y BRCA2/DSS1. Por su parte, Rad52 se une a Rad51 para potenciar su actividad
y Rad54 estabiliza esta unién. Como consecuencia, se forman unos filamentos nucleoproteicos en torno a
los extremos 3" monocatenarios, en los que RPA ha sido desplazada por las recombinasas, provocando
gue dichos filamentos monocatenarios invadan el ADN bicatenario de la cromatida hermana. Esto genera
una estructura conocida como lazo D (D-loop, del inglés, displacement loop) en el que las dos hebras de la
crométida hermana son separadas (Jasin y Rothstein, 2013). A su vez, dentro del lazo D se establecen una
o0 dos de las denominadas uniones Holliday, constituidas por estructuras bicatenarias generadas por
complementariedad de bases entre cada uno de los extremos 3" derivados del proceso de reseccion y su
secuencia homologa de la crométida hermana (figura 7).
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Figura 7. Mecanismos de resolucion de DSBs asociados al proceso de HR. La HR puede implicar dos mecanismos
de resolucién diferentes: recombinacion a través de una union Holliday (parte inferior izquierda) o recombinacion a través
de dos uniones Holliday (parte inferior derecha).

En este momento, las secuencias homélogas actlian como hebras molde en un proceso de adicion de
nucleétidos en direccién 5°- 3" catalizado por la ADN polimerasa 8. Este proceso de polimerizacion permite
sintetizar la secuencia nucleotidica complementaria al extremo 3" libre generado en la otra hebra durante
el proceso de reseccion del ADN y unir, a través de la ADN ligasa |, dicha secuencia nucleotidica al extremo
5’ libre que se generé tras la DSB (Jasin y Rothstein, 2013). Teniendo en cuenta esto, cabe destacar que,
en el caso de que Unicamente se establezca una unién Holliday, el proceso implica en primer lugar la
polimerizacién de una de las hebras sobre el extremo 3” libre generado. De esta forma, una vez que dicha
hebra en proceso de ser polimerizada, alcanza el otro extremo 3" libre generado tras la reseccion, actia
como molde para la sintesis de la secuencia nucleotidica sobre el extremo 3" que no establecié la union
Holliday (figura 7). Por ultimo, una vez cerrado el gap en las dos hebras, la estructura asociada al lazo D es
liberada gracias a la accion de la helicasa BLM y la topoisomerasa lla, quedando las cromatidas hermanas
reestablecidas de forma independiente (Lilley, 2016).

El proceso de la HR, altamente dependiente de CDKs especificas de ciclo, sélo puede desarrollarse a
partir de la fase S del ciclo celular en la cual la cromatida hermana esta disponible para servir de molde
durante la sintesis de las secuencias nucleotidicas en los extremos 3" libres generados. Ademas, este
mecanismo de reparacion asegura el mantenimiento de la estabilidad genémica al permitir la reparacion de
la DSB sin introducir modificaciones en la secuencia nucleotidica (Moynahan y Jasin, 2010).
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4.6.3.2. Unién de extremos no homélogos (NHEJ)

Este mecanismo de reparacion, que se desarrolla bajo un bloqueo de la reseccion del ADN
dependiente de 53BP1, media la unién directa de los extremos generados tras la DSBs (figura 8). Para ello,
en primer lugar, dichos extremos son reconocidos por las proteinas Ku70 y Ku80, que forman un
heterodimero. Las proteinas Ku reclutan entonces el complejo XRCC4-ADN ligasa IV a través de los dos
dominios BRCT de dicha ligasa, que se unen directamente a la proteina Ku. Asi, el complejo Ku-XRCC4-
ADN ligasa IV promueve una ligacion de los gaps generados en cada una de las hebras a nivel de la DSB.
Dado que la DSB generada en ocasiones supone la pérdida de uno o mas nucleétidos, este proceso no
garantiza el mantenimiento de la estabilidad genémica, conduciendo habitualmente a deleciones (Chang et
al., 2017). Por otro lado, mas recientemente se ha descrito un mecanismo alternativo para la resoluciéon de
NHEJ (figura 8). Este mecanismo tiene lugar cuando la ligacion directa de los extremos generados tras la
DSB no es posible debido, generalmente, a determinadas modificaciones quimicas o configuraciones
estructurales del ADN que imposibilitan el reclutamiento directo del complejo XRCC4-ADN ligasa IV (Chang
etal., 2017). En este caso, el reclutamiento de Ku a la zona del dafio induce un reclutamiento de monémeros
de DNA-PKcs (del inglés, DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) que se unen al ADN para formar
el denominado complejo DNA-PK. Este complejo DNA-PK posibilita por un lado, proteger y estabilizar los
extremos, y por otro, tras un proceso de autofosforilacion, reclutar y activar la actividad endonucleasa de la
proteina Artemis que, ademas, cuenta con actividad exonucleasa independiente del complejo DNA-PK.
Como consecuencia, Artemis genera unos pequefios extremos cohesivos (menos de 4 nucledtidos) a través
de los cuales se establecen micro-homologias de complementariedad de bases entre las dos hebras (estas
homologias pueden implicar Unicamente un nucleétido) (Shibata et al., 2018). La estructura resultante de
estas micro-homologias permite, ahora si, el reclutamiento del complejo XRCC4-ADN ligasa IV, asi como
de las ADN polimerasas p y A (Ma et al., 2004). Como consecuencia, estas ADN polimerasas catalizan la
adicion de nucleotidos sobre los extremos generados que, finalmente, el complejo XRCC4-ADN ligasa IV
une, cerrando la DSB. Esta via de NHEJ esta asociada no sélo a deleciones como consecuencia de la
actividad de Artemis, sino también a inserciones causadas por la actividad de las ADN polimerasas que
intervienen en el proceso (Chang et al., 2017).
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Figura 8. Mecanismos de resolucién de DSBs asociados al proceso de NHEJ. La NHEJ puede implicar dos
mecanismos de resolucién diferentes: ligacion directa de los extremos generados tras la DSB (izquierda) o ligacion
mediada por Artemis (derecha).

En cualquier caso, e independientemente de si el proceso es llevado a cabo a través de una ligacién
directa o es mediado por Artemis, la NHEJ causa mutaciones y se asocia con inestabilidad genémica. Ahora
bien, dado que la NHEJ no requiere de hebras molde de la crométida hermana para cerrar la DSB, este
mecanismo de reparacion es el prioritario en aquellas células que se encuentran en la fase G1/GO0 del ciclo
celular. Ademas, la NHEJ también puede desarrollarse durante las fases S/G2 del ciclo, compitiendo con el
mecanismo de HR. De hecho, diferentes estudios han demostrado que, en G2, la NHEJ contribuye a la
reparacion del 70-75% de las DSBs generadas (Shibata y Jeggo, 2020). Esto se cree que es debido a que
tanto las cinéticas de establecimiento de las marcas epigenéticas propias de la NHEJ como el propio
mecanismo de reparacion durante la fase de resolucion son mucho mas rapidas que aquellas asociadas a
la HR (Ensminger y Ldbrich, 2020).
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4.6.3.3. Mecanismos alternativos de resolucién del dafio asociado a DSBs

Junto con la HR y la NHEJ y de forma minoritaria, el proceso de resolucion de las DSBs puede ser
llevado a cabo por otros dos mecanismos diferentes conocidos como unién alternativa de extremos (a-
EJ, del inglés alternative end joining) y anillamiento de cadenas sencillas (SSA, del inglés single strand
annealing) (Ceccaldi et al., 2016). Estos dos mecanismos de reparacion minoritarios dependen, al igual que
la recombinacion homéloga, de un proceso de reseccion del ADN que genere extremos 3’ libres en cada
una de las hebras. Teniendo en cuenta esto, la actividad de BRCA1 durante la etapa de mediacion también
es importante en ambos procesos, que se cree que se ven favorecidos bajo situaciones especificas como
un elevado numero de lesiones o defectos en la progresion de la HR. En el caso del SSA, el proceso de
reparacion consiste en generar extremos 3° libres de elevado tamafio a nivel de regiones altamente
repetitivas. Como consecuencia de estas repeticiones, los extremos 3" de ambas hebras muestran una
complementariedad, estableciéndose una unién directa entre ellos que posibilita que uno actiie como molde
para la incorporacién de nucleétidos sobre el otro y viceversa. Esto conduce a pérdidas de secuencias
nucleotidicas de un tamafio considerable y, por lo tanto, a la aparicién de deleciones en el genoma
(Bhargava et al., 2016). Por su parte, aunque el mecanismo aun no es del todo conocido, la a-EJ implica la
unioén de extremos 3" de pequefio tamafio (alrededor de 10 pares de bases) y, de igual manera que en la
SSA, cada uno de los extremos 3’ libres sirve de molde para la adicién de nucledtidos sobre el otro extremo
3. Sin embargo, la corta longitud de estos extremos 3" generados aumentan la inespecificidad de esta
union, que puede encontrar regiones complementarias en otras regiones del genoma, conduciendo a
deleciones y/o inserciones cromosémicas (Sallmyr y Tomkinson, 2018).

4.7. ACTUALES LIMITACIONES EN EL CONOCIMIENTO DEL PAPEL DE LA EPIGENETICA
DURANTE LA REPARACION DEL DANO GENICO

Tal y como se ha descrito, la epigenética juega un papel fundamental a lo largo de las diferentes
etapas de la respuesta al dafio génico. La multitud de modificaciones epigenéticas implicadas en este
proceso hacen de los mecanismos de regulacién del epigenoma un factor fundamental para asegurar una
correcta progresion de la DDR. Algunos de estos mecanismos de regulacion, como pueden ser el crosstalk
en cis o el crosstalk en trans, estan relativamente bien caracterizados. Un ejemplo de esto es el crosstalk
en cis existente entre la H4K16ac y la H4K20me2, de forma que el establecimiento de la primera de estas
modificaciones imposibilita la adicion de la otra modificacion. Sin embargo, mas alla de estos sistemas de
crosstalk, el mecanismo de regulacion de las diferentes enzimas epigenéticas (writers, readers y erasers),
através del cual es posible establecer un patrén epigenético concreto durante la DDR, es aun poco conocido
y necesita ser estudiado. En este sentido, las quinasas son candidatas a regular el patron de actividad de
los diferentes reguladores epigenéticos en el contexto del dafio génico, ya que la fosforilacion de proteinas
es una modificacién post-traduccional responsable de regular multitud de proteinas en rutas de sefializacion
especificas. De forma mas concreta y, tal y como se plantea en los objetivos de esta tesis doctoral, VRK1
es una quinasa candidata a regular la actividad de diferentes writers y erasers epigenéticos durante la DDR,
entre los cuales se incluyen Tip60 (KAT5). En base a esto, y siendo ambas proteinas, VRK1 y Tip60, las
protagonistas de esta tesis doctoral, en los siguientes apartados de la introduccion se hace una descripcion
mas detallada de cada una de estas proteinas.
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5. LA QUINASA VRK1

5.1. Lafamilia de quinasas VRK

La quinasa humana VRK1 (Vaccinia-related kinase 1) es la proteina mejor caracterizada de la familia
de quinasas VRK, la cual cuenta con otros dos miembros: VRK2 y la pseudoquinasa VRK3. Esta familia
comparte ancestro comun con la familia de las caseina quinasas de tipo 1 (CK1) y fue categorizada en 1997
por Nezu y sus colaboradores a raiz del estudio de los miembros VRK1 y VRK2. En este aspecto, el nombre
de la familia es debido a su homologia con la quinasa B1R del virus Vaccinia, implicada en la replicacion
del genoma viral (Nezu et al., 1997).

Desde el punto de vista evolutivo, se cree que esta familia de quinasas surgi6 a partir de un Gnico gen
VRK gue se triplicé a lo largo de la evolucién en la rama de los vertebrados. Por lo tanto, en organismos
invertebrados sélo existe un Unico gen VRK, a diferencia de los tres de vertebrados (Klerkx et al., 2009).
Por su parte, no se han encontrado genes ort6logos en levaduras, aunque si se conocen dos genes en
estos organismos (Hrr25 en Saccharomyces cerevisiae y Hhpl en Schizosaccharomyces pombe) que
codifican proteinas CK1 implicadas en respuesta al dafio con funciones similares a las de VRK1 (Dhillon y
Hoekstra, 1994; Ho et al., 1997). En el nematodo Caenorhabditis elegans existe un Unico ortélogo, VRK-1,
que juega un papel importante en la proliferacion normal de la linea germinal, regula la actividad de CEP-
1, ortélogo de p53, y fosforila a BAF (del inglés, barrier-to-autointegration factor) en un proceso fundamental
para la division celular (Waters et al., 2010; Gorjanacz et al., 2007). En Drosophila melanogaster, otro
importante organismo modelo, también existe un ortélogo de VRK1, denominado NHK-1, con un papel
fundamental durante la mitosis, fase en la que fosforila a la histona H2A en la treonina 119 y a BAF (Aihara
et al., 2004; Lancaster et al., 2007). Por ultimo, los ratones (Mus musculus) cuentan con los tres ortdlogos
de las proteinas VRK1, VRK2 y VRK3 encontradas en humanos, los cuales son expresados principalmente
durante la etapa embrionaria y en 6rganos con alta tasa de proliferacion como el higado, el bazo o el timo
fetal (Zelko et al., 1998; Vega et al., 2003).

5.2. Estructura de VRK1

Cada uno de los genes que codifican para los tres miembros de la familia de quinasas VRK se
encuentra en regiones gendmicas diferentes. Asi, el gen que codifica para la pseudoquinasa VRK3 se
localiza en la region 19913.33, el gen VRK2 en la region 2pl16.1 y el gen VRK1 en la region 14q32.2.
Centrando el interés en este Ultimo, codifica para una proteina VRK1 de 396 aminoacidos (45 kDa de peso
molecular). Esta quinasa es ubicua, expresandose en todos los tejidos, aunque de forma mayoritaria en
tejidos altamente proliferativos (Klerkx et al., 2009). La estructura de la proteina se ha establecido de forma
bien definida, tal y como se representa en la figura 9 (Nichols y Traktman, 2004; Shin et al., 2011). De
acuerdo con esta estructura, VRK1 presenta el dominio quinasa en su extremo N-terminal, dentro del cual
se puede distinguir el sitio de unién al ATP entre los residuos 43 y 71, y el dominio quinasa activo entre los
residuos 173y 185. Este Ultimo esta altamente conservado entre especies. Por su parte, la regién C-terminal
cuenta con un dominio béasico-acido-basico (dominio BAB) entre los residuos 356 y 396 y las secuencias
de localizacion nuclear (NLS; 356-360) y exporte nuclear (NES; 285-310). La NLS posibilita una localizacion
mayoritaria de VRK1 en el nicleo, siendo, de hecho, una de las quinasas mas abundantes a nivel nuclear.
Ademas, también se encuentran subpoblaciones de VRK1 en el citoplasma y en el aparato de Golgi.
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Figura 9. Representacion esquematica de la estructura de la quinasa humana VRK1.
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La estructura terciaria de VRK1 muestra un plegamiento del extremo C-terminal a nivel de la
denominada region bisagra (formada por los residuos E313 y K314) que permite orientar el dominio BAB
hacia el sitio catalitico, con el que establece una serie de interacciones criticas tanto para la estabilidad
estructural como para la actividad catalitica de VRK1. Ademas, se ha visto que algunos de los residuos de
la cola C-terminal son necesarios para la interaccion de VRK1 con sus sustratos, haciendo del dominio BAB
fundamental para la actividad biologica de la quinasa (Shin et al., 2011). Por otro lado, cabe destacar que,
a diferencia de la mayoria de quinasas, VRK1 carece de un loop de activacion situado en el dominio
catalitico que posibilite la autofosforilacién y consecuente activacion de la quinasa. En su caso, VRK1
presenta una hélice (aC4) en su dominio quinasa que contribuye a mantener una conformacion cerrada con
actividad quinasa basal (Scheeff et al., 2009).

5.3. Regulacién de la actividad de VRK1

A pesar de la conformacién cerrada que confiere, a través de la hélice aC4, niveles de actividad
basales, la capacidad de transfosforilacion de VRK1 esta altamente regulada a través de diferentes
mecanismos. Uno de los principales mecanismos de regulacion de la actividad de VRK1 tiene lugar a nivel
transcripcional, de forma que, en funcién de los requerimientos celulares, diferentes factores de
transcripcion regulan la expresion de esta quinasa. Entre ellos, destacan factores de transcripcion asociados
a la proliferacion celular (como por ejemplo Myc o E2F1) que aumentan los niveles de expresion de VRK1
(Santos et al., 2006; Kang et al., 2008) o, p53, que reduce dichos niveles de expresion (Lazo, 2017). Otros
moduladores transcripcionales que también se han descrito que promueven la expresién de VRK1 son el
factor de transcripcion aberrante EWS-FLI1 asociado al sarcoma de Ewing (Riggi et al., 2014) o SOX2, que
coopera junto con la quinasa en la expresion del gen CCND1 (codificante de la ciclina D1, fundamental para
la progresion del ciclo celular entre la fase G1y S) (Moura et al., 2016).

Junto con la regulacién transcripcional de VRK1, la regulacion post-traduccional también es otro de
los mecanismos implicados en el control de su actividad quinasa. Este mecanismo implica la incorporacién
de modificaciones post-traduccionales que inducen un cambio conformacional en la proteina, haciéndola
cataliticamente mas activa o inactiva. Entre estas modificaciones destacan especialmente algunas que
tienen lugar en respuesta a dafio génico, como son la autofosforilacién en la treonina 355, que regula de
forma negativa su actividad quinasa, promoviendo la parada del ciclo celular y la apoptosis (Barcia et al.,
2002) o la fosforilacion de la treonina 378 por las quinasas ATM y ATR, que favorece la interaccion del
dominio BAB tanto con diferentes sustratos como con la region N-terminal de la quinasa tras el plegamiento
inducido por la regién bisagra, potenciando asi su actividad (Stokes et al., 2007).

Por ultimo, cabe destacar que la actividad de VRK1 también estéa sujeta a una regulacion mediada por
interacciones proteicas a través de los complejos que la quinasa establece con diferentes proteinas. En
general, dichas interacciones facilitan un cambio conformacional a nivel de su extremo C-terminal que, tal
y como se ha mencionado anteriormente, potencia significativamente la actividad catalitica de la proteina.
En este sentido, cabe destacar la regulacion de la actividad de VRK1 asociada a su interacciéon con
diferentes histonas nucleosomales, entre ellas H3 o H2A1.2. (Kim et al., 2011). Este mecanismo de
regulacion es esencial durante la respuesta al dafio génico, ya que permite una rapida respuesta de VRK1
instantes después de la aparicién del dafio al interaccionar con diferentes variantes de histonas que quedan
expuestas por la lesion, situando a la quinasa como un componente sensor muy temprano en la DDR. Por
el contrario, se ha visto que la interaccién de VRK1 con otras proteinas, como la GTPasa Ran, regula
negativamente la actividad de la quinasa (Sanz-Garcia et al., 2008).

5.4. Funciones de VRK1

A lo largo del tiempo, el conocimiento de la importancia que VRK1 tiene a nivel celular ha
incrementando de manera significativa. Tal es asi que, actualmente, se conocen multitud de funciones de
VRK1 asociadas a un correcto desarrollo y supervivencia celulares. Entre ellas destacan la regulacion del
ciclo celular y de diferentes factores de transcripcion, la modulacion de la DDR, la mediacién en la rotura
de la envuelta nuclear, el control epigenético mediante la fosforilacion de diferentes histonas, el ensamblaje
de los cuerpos de Cajal o el correcto desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso (Valbuena et al.2011;
Martin-Doncel et al., 2019; Campillo-Marcos et al., 2021). De entre todas estas funciones, y en relaciéon con
el trabajo realizado en esta tesis doctoral, a continuacion se desarrolla de forma mas especifica su
participacion en la modulacion epigenética de la cromatina, la regulacion de la DDR vy el desarrollo y
mantenimiento del sistema nervioso.
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5.4.1. VRK1 como regulador epigenético

Tal y como se viene desarrollando en la introduccion de este trabajo, la epigenética permite regular
la estructura cromatinica, lo cual resulta imprescindible para procesos como la replicacion del ADN, la
transcripcion o la respuesta al dafio génico. En este sentido, VRK1 puede actuar como writer epigenético,
fosforilando diferentes residuos de las colas N-terminales de las histonas. Asi, se sabe que esta quinasa
fosforila directamente a la histona H3 en sus residuos treonina 3 (también fosforilado por la proteina
Haspina) y serina 10. Ambas modificaciones post-traduccionales son fundamentales para la correcta
progresion del ciclo celular o para la relajacion de la cromatina (en el caso de la serina 10 fosforilada)
durante la transcripcion (Kang et al., 2007). Ademas, VRK1 fosforila en menor medida a H2A, H2B y H4 en
procesos que contribuyen a la condensacion de la cromatina y, por consiguiente, a la transicion G2/M
durante la progresién del ciclo celular (Kang et al., 2007).

Mas alla de estas funciones de fosforilacion, en los Ultimos afios se ha visto que VRK1 también es
capaz de regular otras modificaciones epigenéticas, como puede ser la acetilacion de histonas (Salzano et
al., 2015). Teniendo en cuenta esto y dado que VRK1 es una quinasa sin capacidad acetiltransferasa o
deacetilasa, se piensa que esta proteina actiia como regulador de la actividad de diferentes writers y erasers
epigenéticos en procesos tan importantes como la transcripcion o la respuesta al dafio génico. En base a
esta hipotesis se desarrolla el trabajo posteriormente expuesto en esta tesis doctoral.

5.4.2. VRK1 como mediador de larespuesta al dafio génico

Junto con la hipétesis planteada de que VRK1 pueda modular la actividad de diferentes reguladores
epigenéticos en el contexto del dafio génico, diferentes estudios han demostrado que esta quinasa ejerce
otras funciones no epigenéticas imprescindibles para la correcta progresién de la DDR. Asi, se sabe que
VRK1 fosforila, junto con ATM, a la serina 139 de la variante de histonas H2AX en las regiones del ADN en
las que se ha producido dafio, proceso fundamental para la acumulacion de esta proteina en la zona del
dafio y formacion de focos que permitan disparar la cascada de sefializacion (Salzano et al., 2015).

Junto con H2AX, VRK1 también fosforila otras proteinas mediadoras, como puede ser NBS1, que
forma parte del complejo MRN. En base a esto, diferentes estudios han demostrado que VRK1 forma un
complejo basal con NBS1 y que, tras la aparicion del dafio, la quinasa fosforila directamente al miembro del
complejo MRN en su serina 343. El silenciamiento de VRK1 mostrd una reduccion significativa del nimero
de focos de NBS1 tras la induccién del dafio génico, lo que sitla a esta fosforilacion como una modificacién
post-traduccional importante para la estabilizacion de NBS1 durante la progresion de la DDR (Monsalve et
al., 2016).

Ademas, tal y como se ha explicado en el apartado 4.6.2.1. de esta introduccion, junto con ATM,
VRK1 participa en la fosforilacion de 53BP1, lo que resulta esencial a la hora de permitir la posterior
reparacion de DSBs mediante el mecanismo de NHEJ (Sanz-Garcia et al., 2012). De hecho, la ausencia de
VRK1 compromete la formacion de focos de 53BP1 en las zonas de dafio, un efecto independiente de ATM,
demostrando de nuevo la importancia de VRK1 en la correcta progresion de la DDR.

Por ultimo, cabe destacar que junto con la fosforilacion y estabilizacion de las diferentes proteinas
mediadoras mencionadas, VRK1 ejerce un papel importante en la regulacion de la actividad de diferentes
factores de transcripcion fundamentales para el control y detencion del ciclo celular tras la aparicion de dafio
génico. En este sentido, conviene remarcar la relacion existente entre VRK1 y p53. Se ha demostrado que
ambas proteinas forman un complejo basal capaz de activarse de manera practicamente inmediata tras la
aparicion de dafio génico, lo cual conduce a una fosforilacion y consecuente activaciéon de p53 por parte de
la quinasa. Esto posibilita, en gran medida, el bloqueo de la progresion del ciclo celular. Ademas, tras su
activacion, p53 también es capaz de activar un bucle de retroalimentacién negativo a través del cual el
propio factor de transcripcion pierde progresivamente su estado de fosforilacion en favor de un estado de
poliubiquitinacién que posibilita su degradacion via proteasoma. Al mismo tiempo, durante este proceso, se
promueve la degradacion lisosomal de VRK1 (Lazo, 2017). Esto permite, en gran medida, la reactivacion
del ciclo celular una vez que el dafio génico se haya resuelto.
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Teniendo en cuenta la importancia de VRK1 durante la respuesta al dafio génico, cabe esperar que
alteraciones en esta quinasa puedan conducir al desarrollo de patologias tan importantes como el cancer
(Valbuena et al., 2011). En este contexto, VRK1 actlia como un supresor tumoral, de forma que alteraciones
en la quinasa conducen a una pérdida de funcién que, a su vez, favorecen una acumulacion de dafio y de
mutaciones promotoras de la transformacion celular (Salzano et al., 2014). Sin embargo, otros estudios han
demostrado que VRK1 también puede actuar como driver oncogénico. En este sentido, alteraciones en
VRK1 conducen a una ganancia de funciéon que también promueve la transformacion celular. Ahora bien,
este papel como oncoproteina esta asociado no a su funcién como mediador de la DDR, sino a su funcién
como promotor de la progresion del ciclo y la division celular (Campillo-Marcos et al., 2021). Esta dualidad
de VRK1 como supresor tumoral y oncoproteina hace que esta quinasa pueda utilizarse como biomarcador
con distintos pronésticos en funcion del tipo de cancer. Asi, por ejemplo, en cancer colorrectal VRK1
constituye un biomarcador de buen pronéstico a la quimioterapia neoadyuvante (del Puerto-Nevado et al.,
2016). Sin embargo, la sobreexpresion de esta proteina en mieloma mdltiple (Liu et al., 2016), en tumores
de mama (Molitor y Traktman, 2013), de pulmoén (Kim et al., 2013), higado (Lee et al., 2015), glioma (Ben
et al., 2018), cabeza y cuello (Santos et al., 2006) y es6fago (Liu et al., 2017) implica un mal prondstico.

5.4.3. VRK1 como modulador del desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso

Una mutacion en homocigosis de VRK1 (R358X/R358X) detectada en 2009 en tres pacientes de
una familia consanguinea de origen judio-Ashkenazi con microcefalia, hipoplasia pontocerebelar, atrofia
espinal muscular y ataxia, permitio situar a VRK1 como una proteina importante en el correcto desarrollo
del sistema nervioso (Renbaum et al., 2009). A partir de este estudio, investigaciones posteriores han
permitido identificar un total de alrededor de 20 mutaciones diferentes de VRK1 que conducen a cuadros
clinicos similares a los descritos (figura 10) (Martin-Doncel et al., 2019).
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Figura 10. Mutaciones de VRK1 asociadas a pacientes con enfermedades neurodegenerativas y su localizacion a lo
largo de la estructura de VRK1.

A pesar de estos resultados prometedores, el papel concreto que juega VRK1 en el desarrollo y
mantenimiento del sistema nervioso es aun desconocido. En este sentido, diferentes hipétesis estan siendo
actualmente investigadas, entre las cuales cobran fuerza la implicacion de la quinasa en la formacion de
los cuerpos de Cajal (Cantarero et al., 2015) o en la correcta progresion de los precursores neurales durante
el desarrollo embrionario (Vinograd-Byk et al., 2015). También se ha propuesto que mutaciones de VRK1
alteren la estabilidad y degradacién de una proteina conocida como Ataxinal que, en su forma expandida,
causa cuadros clinicos similares a los observados en pacientes con VRK1 mutado (Orr, 2012). Ademas, las
importantes funciones que VRK1 desempefia durante la DDR también abren la posibilidad de que estas
mutaciones en la quinasa conduzcan a una acumulacién de dafio de manera especialmente significativa en
neuronas motoras que ponga en entredicho su homeostasis y viabilidad celular. En base a esto, de nuevo,
el papel de VRK1 en la DDR cobra una especial importancia, permitiendo establecer una posible asociacion
entre los defectos de la respuesta a dafio observados en la investigacion basica con cuadros clinicos
especificos bien caracterizados.
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6. LA ACETILTRANSFERASA TIP60

Tip60 (del inglés, Tat-interactive protein 60 kDa), también conocida como KAT5, es una
acetiltransferasa que actla tanto de writer epigenético de histonas como de modificador post-traduccional
de sustratos no cromatinicos en diferentes procesos celulares (Ghobashi y Kamel, 2018). Esta
acetiltransferasa es codificada por el gen KATS5, localizado en la region cromosémica 11q13.1. Tip60 fue
identificada en 1995 por el grupo de investigacion de Chinnadurai como una proteina celular que
interacciona con la proteina Tat del virus de la inmunodeficiencia humana 1 (HIV-1, de sus siglas en inglés)
(Kamine et al., 1995). Hasta la fecha se sabia que Tat era un importante transactivador de la expresién
génica de HIV-1 en células infectadas, pero el mecanismo de accién de dicha proteina no estaba bien
caracterizado. A raiz del descubrimiento de la interaccién entre ambas proteinas, se pudo identificar a Tip60
como un regulador esencial de la actividad llevada a cabo por la proteina virica. Para ello, Tip60 interacciona
con el extremo N-terminal de Tat, acetilandola y activandola. Como consecuencia, Tat favorece la
fosforilacion de diferentes factores de transcripcion de la célula infectada que potencian la transcripcién del
genoma virico (Creaven et al., 1999; Zhang et al., 2012). Actualmente, se sabe que Tip60 pertenece a la
familia MYST de acetiltransferasas y que es esencial para modular gran cantidad de procesos celulares
mas alla de su actividad durante la infeccion virica de HIV-1.

6.1. LA FAMILIA MYST DE ACETILTRANSFERASAS Y ESTRUCTURA DE TIP60

La familia MYST es una de las 5 grandes familias de acetiltransferasas de tipo A (de localizacion
nuclear) que estan implicadas en la regulacion epigenética de las células. Esta familia esta conformada por
5 miembros en humanos (Tip60, MOZ, MORF, HBO1 y HMOF) con un origen y homologia comunes (Sun
et al., 2015) y con diferentes ortélogos para cada uno de ellos en otros organismos, tal y como se muestra
en la tabla 5. En este sentido, todos los miembros de la familia cuentan con un dominio MYST altamente
conservado y con una estructura secundaria conformada por 13 laminas B y 7 hélices a (Yan et al., 2000).
El dominio MYST, fundamental para la actividad acetiltransferasa de la proteina, cuenta con un motivo de
dedo de zinc que permite la unién de las proteinas al ADN y con el sitio cataliticamente activo, dentro del
cual, a su vez, se localiza un motivo de union a acetil-CoA similar al encontrado en la familia GNAT de
acetiltransferasas (Utley y Cote, 2003). Junto con este dominio comun, los diferentes miembros de la familia
van a contar con otros dominios particulares, como pueden ser cromodominios o dominios PHD, que
otorgan funciones y propiedades especificas a cada uno de ellos (Yang, 2004b; Avvakumov y Cote, 2007).

Tabla 5. Miembros de la familia de acetiltransferasas MYST en los principales organismos modelo.

Miembros de la

familia MYST KATS KAT6 KAT7 KATS8

S. cerevisiae Esal Sas3 (Ybf2) - Sas?2
S. pombe Mstl Mst2 - -

C. elegans mys-1 mys-3 y mys-4 - mys-2

D. melanogaster dTip60 ENOKy CG184 CHM MOF

M. musculus Tip60 MOZ y MORF HBO1 MOF

H. sapiens Tip60 MOZ y MORF HBO1 HMOF
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Cataliticamente, todos los miembros de la familia de acetiltransferasas MYST llevan a cabo un proceso
quimico especifico durante la acetilaciéon de sus sustratos, diferente al desarrollado por otras familias de
acetiltransferasas. De acuerdo con este mecanismo catalitico, conocido como mecanismo ping-pong, el
sitio activo de las proteinas incorpora la acetil-CoA vy, tras esto, el grupo sulfhidrilo de un residuo de cisteina
reacciona con la molécula de acetil-CoA, generando un residuo intermediario de cisteina acetilada al mismo
tiempo que la CoA se libera. Tras esto, el residuo de lisina del sustrato diana se puede incorporar al sitio
activo, siendo desprotonada por un residuo de glutamato de la acetiltransferasa. Esto posibilita que el
residuo de lisina reaccione con la cisteina acetilada, transfiriéndose dicho grupo acetilo al sustrato (figura
11) (Yan et al., 2002; Berndsen y Denu, 2008).
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Figura 11. Mecanismo catalitico ping-pong propuesto para la acetilacion de sustratos por parte de la familia de
acetiltransterasas MYST. En primer lugar, la acetil coenzima A (Ac-CoA) (rojo) se une al sitio activo de la HAT. El grupo
sulfidrilo de un residuo de cisteina (verde) del sitio activo ataca el grupo acetilo de la Ac-CoA, lo que genera un residuo
intermediario de cisteina acetilada. La CoA se libera y el residuo de lisina del sustrato (azul), como por ejemplo una
histona, se incorpora al sitio activo. Un residuo de glutamato del sitio activo (verde) desprotona entonces el residuo de
lisina, que seguidamente ataca al residuo de cisteina acetilado. Esto resulta en la acetilacion del sustrato. Figura
adaptada de Yan et al., 2002.

Centrando el interés en Tip60, se sabe que contiene el dominio MYST conservado en su zona C-
terminal. Junto con este dominio comun, Tip60 presenta en su zona N-terminal un cromodominio,
fundamental para su unién a la cromatina a través de residuos de lisina metilados y una secuencia de
localizacién nuclear (NLS) en la zona media de la proteina (residuos 219-222), fundamental para su
interaccion con la importina a y la consecuente localizacion nuclear de esta acetiltransferasa (figura 12, A).
Conservando estos dominios intactos, es importante mencionar que actualmente se han descrito cuatro
isoformas diferentes de Tip60, las cuales son generadas como consecuencia de procesamientos
alternativos a partir de los 14 exones del gen KAT5 que codifica para la proteina (Sapountzi et al., 2006).
De estas 4 isoformas, la isoforma 1 incorpora el intron 1 durante la traduccion, lo que implica una expansién
de 33 aminoécidos en el extremo N-terminal que resulta en una proteina de 546 aminoacidos y un peso
molecular de 61 kDa (Sapountzi et al., 2006). La isoforma 2, por su parte carece de esta expansion,
generando una proteina de 513 aminoacidos y un peso molecular de 58 kDa. Esta isoforma representa la
variante mejor caracterizada. La tercera isoforma carece del exén 5, lo que resulta en una delecién de 52
aminoéacidos entre el cromodominio y el dominio MYST, generando una proteina de 461 aminoacidos y un
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peso molecular de 53 kDa (Sapountzi et al., 2006). Por dltimo, la cuarta isoforma implica por un lado la
incorporacion de la expansion del intron 1 descrita para la isoforma 1 y la pérdida del exdn 5 descrita para
la isoforma 3, generando una proteina de 494 aminoacidos y un peso molecular de 56 kDa. Dadas estas 4
variantes de Tip60, se ha especulado la posibilidad de que cada una de ellas lleve a cabo distintas funciones
celulares. Sin embargo, no existen resultados concluyentes a favor de esta hipétesis en la bibliografia
(Legube y Trouche, 2003). Por otro lado, cabe destacar que durante el desarrollo de esta tesis doctoral se
utilizara la isoforma 2 como canénica, siendo los residuos indicados a lo largo de la misma los
correspondientes a esta variante.
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Figura 12. (A) Representacion esquematica de la estructura de la acetiltransferasa Tip60. La estructura de Tip60
representada corresponde a la isoforma 2 canénica de la proteina. (B) Estructura esquematica del complejo NuA4. En
sombrado aparecen las subunidades proteicas del complejo con actividad catalitica (Tip60, p400 y RUVBL1y RUVBL2).
Figura adaptada de Doyon y Cote, 2004.
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Mas alla de su estructura secundaria y terciaria, in vivo, Tip60 aparece formando parte de un complejo
multiproteico que define su estructura cuaternaria (figura 12, B). Este complejo, denominado NuA4 (del
inglés, Nucleosome Acetiltransferase of histone H4), fue inicialmente caracterizado en levaduras y se
encuentra tanto estructural como funcionalmente conservado entre eucariotas. En humanos esta
conformado por, al menos, 15 subunidades (Tip60, p400, TRRAP, Brd8, EPC1, DMAP1, ING3, YL-1,
RUVBL1, RUVBL2, BAF53a, MRG15, GAS41, MRGBP y hEaf6), 12 de las cuales guardan homologia con
las 13 subunidades identificadas en el complejo de levaduras (Doyon y Cote, 2004). De todas ellas, sélo
p400, actuando como remodelador de la cromatina con actividad ATPasa perteneciente a la familia
SWI/SNF, las helicasas RUVBL1 y RUVBL2 y Tip60 cuentan con actividad catalitica.

Por su parte, la subunidad TRRAP, que forma parte de la familia de las PIKKs pero carece de actividad
catalitica, es de gran importancia en el complejo al actuar como proteina andamio fundamental para la
integracion y mantenimiento del mismo (House et al., 2014). El resto de subunidades, aunque no tan
ampliamente caracterizadas, se cree que cooperan de forma conjunta para proporcionar al complejo una
funcionalidad altamente regulada (Doyon y Cote, 2004). Asi, por ejemplo, ING3, actia como coactivador
transcripcional dependiente de p53 (Nagashima et al., 2003) mientras que GAS41 (del inglés, glioma-
amplified sequence) puede actuar como represor de esa misma ruta transcripcional mediada por p53 (Park
y Roeder, 2006).

6.2. FUNCIONES DE TIP60

Desde el descubrimiento de Tip60 como un cofactor de la proteina Tat del virus HIV-1, se han descrito
otras muchas funciones de la proteina ligadas a su actividad acetiltransferasa que son fundamentales para
el correcto desarrollo de diferentes procesos celulares. Entre dichas funciones destacan su implicacion en
la regulacion transcripcional o en la modulacion de la DDR y de la epigenética asociada a la misma.

6.2.1. Tip60 como regulador de la transcripcién

El hecho de que Tip60 constituya un writer epigenético con capacidad de acetilar diferentes residuos
de histonas, sitdan a esta proteina como un potente candidato a regular la transcripciéon génica. De hecho,
numerosos estudios han demostrado el papel de Tip60 como regulador transcripcional gracias a la
acetilacion de regiones promotoras. En base a esto, la relajacion parcial de la cromatina asociada a dicha
acetilacion posibilita el acceso tanto de los factores de transcripcién como de la maquinaria transcripcional,
desencadenando asi este proceso de expresion génica (Ginsburg et al., 2009; Kim et al., 2012). Por lo tanto,
desde un punto de vista meramente epigenético, Tip60 actla como un coactivador transcripcional.

Junto con la modulacion epigenética de la transcripcion, otros estudios han demostrado que el papel
de Tip60 en este proceso es mucho mas amplio al modular no solo la estructura de la cromatina, sino
también la actividad de diferentes factores de transcripcién. Esta funcién de Tip60 implica la interaccion y/o
acetilacion de dichos factores transcripcionales que, como consecuencia, pueden ser reclutados a regiones
gendmicas concretas para regular asi la expresion de diferentes genes. En este sentido, a diferencia de la
funcién epigenética en la que Tip60 actia como coactivador transcripcional, la acetiltransferasa puede
actuar como coactivador o como correpresor transcripcional (Hlubek et al., 2001). Un ejemplo del primer
caso es la modulacion del receptor de estrogenos a (ERa). Tip60 interacciona directamente con este factor
de transcripcion, dirigiéndolo a regiones cromosémicas en las que la propia Tip60 acetila la lisina 5 de la
histona H2A y desencadena asi la actividad de ERa (Jeong et al., 2011). Por otro lado, cabe destacar el
papel que Tip60 ejerce sobre p53 en lo que resulta un aspecto fundamental para determinar el destino de
la célula entre parada del ciclo celular o induccién de apoptosis. Ambas posibilidades, parada del ciclo y
apoptosis, estan desencadenadas por rutas de transduccion de sefiales que convergen en p53. En este
punto, p53 puede activar diferentes genes efectores, incluyendo, por ejemplo, aquellos que codifican para
p21, un inhibidor de ciclina/cdk que permite la parada del ciclo, o aquellos que codifican para PUMA o BAX,
inductores de la apoptosis. Asi, el destino celular final depende del balance entre la expresion de genes
pro-apoptoticos y genes inductores de la parada de ciclo (Vousden, 2002). Teniendo en cuenta esto, la
regulacion de la actividad de p53 sobre los genes diana debe de estar estrictamente regulada, asegurando
asi el desarrollo de la respuesta celular adecuada. La acetilacion de p53 por parte de Tip60 en su lisina 120
parece ejercer dos funciones fundamentales a favor de la induccion de apoptosis y en detrimento de la
parada del ciclo celular (figura 13). Por un lado, p53 acetilado aumenta su especificidad por regiones
promotoras de genes proapoptoticos, aumentando asi sus niveles en dichas regiones (Tyteca et al., 2006;
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Sykes et al., 2006). Por otro lado, dicha acetilacién conduce al reclutamiento de coactivadores especificos
gue son necesarios para la transcripcion de genes pro-apoptéticos, incapaces de ser transcritos con la Gnica
presencia de p53 en sus regiones promotoras (Sykes et al., 2006). En contraposicion a la actividad de
Tip60, la deacetilasa SIRT1 (también conocido como Sir2a, homologo en mamiferos de la deacetilasa SIR2
de levaduras) parece ejercer el efecto contrario sobre p53, promoviendo su deacetilacion de la lisina 120 y
favoreciendo asi el arresto del ciclo celular en detrimento de la apoptosis (figura 13) (Luo et al., 2001). La
importancia de esta regulacion de p53 dependiente de Tip60 se puede justificar en base al hecho de que
mutaciones en el residuo diana de p53 acetilado por Tip60 (K120) se han descrito clinicamente como drivers
del cancer (Tyteca et al., 2006).

Dafio gén'\CO
Tip60 K120ac
SIRT1
Activacion de genes Activacién de genes
promotores de pro-apoptoéticos
arresto de ciclo (p21) (PUMA o BAX)

Figura 13. Papel de Tip60 en la determinacién del destino celular dependiente de la ruta de transduccién de p53. Ante
un dafio génico escaso, los niveles de p53 acetilado por Tip60 son bajos, lo cual favorece la transcripcién de genes
implicados en la parada del ciclo celular. Por el contrario, ante un dafio génico significativo para el cual la célula no puede
hacer frente, los niveles de p53 acetilado en su residuo K120, a través de un proceso catalizado por Tip60, aumentan
significativamente. Esto favorece la especificidad de p53 por promotores de genes pro-apoptoticos y, al mismo tiempo,
permite el reclutamiento de coactivadores necesarios para la transcripcion de dichos genes. Como resultado se
desencadena la apoptosis celular. Figura adaptada de Tyteca et al., 2006.

Como correpresor, se sabe que Tip60 inhibe la actividad de otros activadores transcripcionales
(Gavaravarapu y Kamine, 2000; Hlubek et al., 2001). El mecanismo de accion de este proceso de inhibicién
no esta del todo establecido y, de acuerdo con diferentes estudios, se piensa que puede ser de forma directa
o de forma indirecta. En el primer caso, Tip60 interaccionaria directamente con el factor de transcripcién y
seria la propia interaccion la que impediria una posterior fosforilacién y activacion del mismo. Este
mecanismo se ha descrito, por ejemplo, para la inhibicion de CREB por Tip60 (Gavaravarapu y Kamine,
2000). En el caso de inhibir a activadores transcripcionales de forma indirecta, el mecanismo de accion de
Tip60 consiste en interaccionar simultdneamente tanto con el propio activador transcripcional como con una
proteina inhibidora del mismo. De esta manera, Tip60 actia como proteina puente para que sea dicho
inhibidor el que bloquee la actividad transcripcional del primero. Un ejemplo de este fenédmeno se ha descrito
para la inhibicion de STAT3. En este caso, Tip60 interacciona con la deacetilasa HDAC7, que, por lo tanto,
se recluta a regiones cromosomicas en las que Tip60 se encuentra concentrada. Como resultado de este
reclutamiento, HDAC? entra en contacto con el factor de transcripcién STAT3, que también interacciona
con la acetiltransferasa. Llegados a este punto, HDAC?Y inhibe la actividad de STAT3, lo que resulta en un
bloqueo de la transcripcion (Xiao et al., 2003).
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6.2.2. Tip60 como regulador de la DDR

Tal y como se ha descrito en el apartado 4 de esta introduccion, Tip60 juega un papel fundamental
en las diferentes etapas de la respuesta al dafio génico. La primera evidencia de esta importante funcion
de Tip60 fue descrita en el afio 2000, cuando la sobreexpresion de un alelo negativo dominante de Tip60
resultaba en una disminucién drastica de la reparacion de DSBs (lkura et al., 2000). A raiz de este
descubrimiento, se han descrito multitud de funciones de Tip60 en el contexto de dafio génico. Dentro de
estas, pueden distinguirse tanto funciones epigenéticas como funciones enzimaticas no asociadas a la
modificacién directa de la cromatinica.

Respecto a la funcién epigenética de Tip60 en la DDR, esta acetiltransferasa actla como writer
contribuyendo al establecimiento de un patron de marcas epigenéticas especifico en torno a la region
cromatinica dafada. Este patr6n epigenético es fundamental para la correcta iniciacién, desarrollo y
resolucion de la respuesta al dafio génico y requiere ser modulado y modificado de forma estricta a lo largo
de las diferentes etapas del proceso. En este sentido, ya se ha mencionado que, durante la etapa de
iniciacion de la DDR, Tip60 es imprescindible para la acetilacion de residuos de lisina 16 de las histonas
H4, lo cual va a posibilitar tanto la descompactacion de la cromatina como el reclutamiento de nuevas
proteinas iniciadoras y mediadoras de la respuesta (Murr et al., 2005; Deem et al., 2012). La acetilacién de
la H4K16, constituye, por lo tanto, un marcador fundamental de la induccién de dafio génico. Sin embargo,
diferentes estudios han revelado otras funciones epigenéticas de Tip60 durante la DDR. Entre ellas, destaca
la acetilacion de la variante H2AX en la lisina 5 durante la etapa de mediacion del dafio. Esta acetilacion,
independiente de la fosforilaciébn de la histona en su residuo S139, es necesaria para la posterior
ubiquitinacién de la misma en su lisina 199. Esto va a posibilitar el reclutamiento de BRCAL y la reparacion
por HR asi como una posterior liberacion de la variante de histona una vez resuelto el dafio, lo que es
fundamental para el restablecimiento de la estructura cromatinica basal (Ikura et al., 2007). En este sentido,
el mantenimiento y amplificacién de las marcas de H4K16ac asociadas a Tip60 en detrimento del
establecimiento de marcas de H4K20me2 también son fundamentales para el reclutamiento de BRCAly la
HR, tal y como se ha explicado anteriormente (Tang et al., 2013).

Por otro lado, entre las funciones no epigenéticas de Tip60 durante la DDR cabe destacar la
acetilacion de ATM. ATM es una serina-treonina quinasa de la familia PIKK (del inglés, phosphatidylinositol
3-kinase-related protein kinase) que juega un papel central en la coordinacion e integracion de la DDR con
el fin de reparar correctamente el dafio (Lavin, 2008). En condiciones normales, ATM se encuentra
formando un dimero inactivo. Tras producirse un dafio en el ADN, el reclutamiento de Tip60 a la zona
dafiada permite acetilar a ATM en su lisina 3016 (Sun et al., 2005), lo que a su vez conduce a un fenémeno
de autofosforilacion de la quinasa en las serinas 367, 1893 y, especialmente, en la serina 1981, por la cual
pasa a constituir monémeros cataliticamente activos. Por lo tanto, el papel de Tip60 en la integracion de la
DDR mediada por ATM es fundamental (Squatrito et al., 2006). Cabe destacar que esta funcion de Tip60
sobre la activacion de ATM parece ser llevada a cabo por una subpoblacion de la acetiltransferasa diferente
al que esta implicado en sus funciones epigenéticas. Esta hipotesis se apoya por el hecho de que la
interaccion de Tip60 con ATM y TRRAP (otro miembro de la familia de las PIKKs, cataliticamente inactivo,
que forma parte del complejo NuA4) son mutuamente excluyentes (Sun et al., 2005), por lo que Tip60 no
puede estar formando parte del complejo NuA4 cuando lleva a cabo la acetilacion de ATM. Ademas, y en
base a esto, otra subpoblacion de Tip60 también esta involucrada en la acetilacién de la DNA-PKcs, otro
miembro de la familia de quinasas PIKK, durante la DDR (Jiang et al., 2005). En este caso, al igual que
ocurre con ATM, dicha acetilacion también permite la activacion de la DNA-PKcs que ejercera diferentes
funciones, incluyendo la fosforilacion e inhibicion de ATM o la induccién en fase S de la reparacion por HR
en detrimento de la NHEJ (Yue et al., 2020).

Por ultimo, de acuerdo con la funcién previamente descrita que Tip60 ejerce sobre la actividad de
p53, esta acetiltransferasa también estaria actuando durante la DDR controlando el destino celular tras la
aparicion de dafio génico. Asi, ante la acumulacién de gran cantidad de dafio, incapaz de ser resuelto
durante la DDR, Tip60 promueve la acetilacién de p53 para inducir apoptosis celular (Tyteca et al., 2006).
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6.3. REGULACION DE TIP60

Teniendo en cuenta la multitud de procesos celulares en los que Tip60 participa, se hace evidente que
es necesaria una regulacion estricta de su actividad acetiltransferasa. De hecho, alteraciones en su
capacidad catalitica a menudo implican el desarrollo de diferentes enfermedades, incluyendo Alzheimer o
cancer (Pirooznia et al., 2012; Sapountzi et al., 2006). Por lo tanto, como la actividad de Tip60 es regulada
en funcion de los requerimientos celulares constituye un factor fundamental para el entendimiento tanto de
los diferentes procesos celulares en los que participa como del desarrollo de enfermedades humanas. En
base a esto, en los ultimos afios diferentes estudios se han centrado en elucidar la regulacion de la actividad
acetiltransferasa de Tip60.

En primer lugar, un factor fundamental que puede influir en la actividad de esta proteina es el
macrocomplejo del que forma parte. El hecho de que NuA4 cuente con numerosas subunidades proteicas
parece indicar que la actividad de las diferentes subunidades puede estar estrechamente sujeta a la
actividad de otros miembros del complejo. Asi, por ejemplo, se sabe que TRRAP actla como médulo de
reclutamiento del complejo hacia regiones cromatinicas especificas que podrian favorecer la actividad de
Tip60 (Brown et al., 2001). De igual manera, el cromodominio de la subunidad MRG15 se cree que también
puede estar interviniendo en el reclutamiento de Tip60 a regiones concretas de la cromatina (Doyon et al.,
2004; Reid et al., 2004). Este sistema de regulacion de Tip60 esta orientado a promover o limitar la
accesibilidad de Tip60 a sus sustratos con el fin de inducir o prevenir, respectivamente, la acetilacion de los
mismos. Sin embargo, al igual que ocurre con multitud de enzimas, Tip60 debe estar sujeta a mecanismos
de regulacion mas estrictos que permitan modular directamente su capacidad catalitica. El principal
mecanismo de regulacion de la actividad acetiltransferasa de Tip60 esta asociado a un proceso de
autoacetilacion. En base a este mecanismo, Tip60 presenta una actividad catalitica basal a través de la
cual, segun los requerimientos celulares, puede catalizar la autoacetilacion de su lisina 327, proxima al sitio
activo del dominio MYST. Como consecuencia de esta autoacetilacién, Tip60 aumenta su capacidad de cis-
y trans- acetilacién. El hecho de que la autoacetilacién de Tip60 aumente su actividad es probablemente
debido a pequefios cambios estructurales a nivel de su region catalitica, aunque este mecanismo que
relaciona autoacetilacion con actividad debe ser estudiado de forma mas precisa (Yang et al., 2012). Por
otro lado, un estudio ha demostrado que Tip60 esta sujeta a una regulacion estricta de sus niveles de
autoacetilacion a través de un mecanismo opuesto de deacetilacion. Como resultado, existe un balance
altamente regulado entre niveles de Tip60 acetilada y Tip60 deacetilada que determina en Ultima instancia
la actividad de la proteina. Este proceso de deacetilacion es llevado a cabo por SIRT1 y, como resultado,
Tip60 se degrada via proteasoma (Wang y Cheng., 2010; Peng et al., 2012). Por ultimo, cabe destacar que,
mas recientemente, se han identificado otros residuos de autoacetilacion de Tip60, pudiendo contribuir de
forma similar a la regulacion de su actividad acetiltransferasa (Yang et al., 2012; Yi et al., 2014).

El mecanismo de regulacién por autoacetilacién de Tip60 no proporciona un control completo de su
actividad acetiltransferasa, méas alin teniendo en cuenta que un estado deacetilado de la acetiltransferasa
también cuenta con una actividad acetiltransferasa basal (Yang et al., 2012). En base a esto, debe existir
un mecanismo previo que regule la actividad acetiltransferasa basal y, por consiguiente, su actividad
autocatalitica. En este sentido, algunos estudios sugieren que los diferentes dominios de la acetiltransferasa
pueden ejercer un control preciso de su actividad catalitica. Por ejemplo, se ha demostrado que la uniéon
del cromodominio de Tip60 a residuos de lisina metilados de las colas N-terminales de la histona H3
(H3K36me3, concretamente) es importante para regular la propia actividad acetiltransferasa. Segun estos
estudios, esta union induce un cambio conformacional en la proteina que facilita el proceso de
autoacetilacion y aumenta, de esta manera, su actividad enzimatica. Ademas, este proceso también
facilitaria el acercamiento de la enzima a su sustrato diana, modulando no solo su autoacetilacién sino
también la acetilacion del sustrato. Este sistema de regulacion establece un crosstalk en trans positivo entre
la H3K36me3 y la H4K16ac que resulta ser fundamental durante la DDR (Li y Wang, 2017).

Por otro lado, diferentes modificaciones post-traduccionales pueden ejercer funciones reguladoras de
la actividad enzimética de Tip60. Entre ellas, la fosforilacion ha sido ampliamente descrita en multitud de
estudios como un mecanismo reversible y preciso en la regulacion de la capacidad catalitica de numerosas
enzimas (Cohen, 2000; Gomase y Tagore, 2008). Teniendo en cuenta la multitud de funciones de Tip60 y
la necesidad no sélo de controlar su actividad, sino también de coordinarla con otros muchos writers y
erasers epigenéticos, se hace factible que este proceso de fosforilacién constituya un mecanismo candidato
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a regular la actividad de la acetiltransferasa. De hecho, se sabe que Tip60 es fosforilada por diferentes
quinasas en el contexto de la regulacion transcripcional. En 2003, Khochbin y su equipo (Lemercier et al.,
2003) identificaron que la fosforilacion de la acetiltransferasa en sus residuos serina 86 y serina 90 era
fundamental para promover su actividad acetiltransferasa en este contexto. De acuerdo con su estudio, la
serina 90 es fosforilada por CDK1 (también llamada Cdc2), tras su unién a la ciclina B en la transicion entre
G2 y mitosis, posibilitando la parada del ciclo celular. Por su parte, otro grupo de investigacion identifico a
GSK-3 (del inglés, glycogen synthase kinase-3) como la quinasa responsable de fosforilar a la serina 86.
Dicha fosforilacion es fundamental para regular el proceso de acetilaciéon de p53 mediado por Tip60 e inducir
apoptosis, tal y como se ha descrito en el apartado 6.2.1. (Charvet et al., 2011). De acuerdo con otra
investigacion realizada en 2016 por Yingxi Xu y sus colaboradores (Xu et al., 2014), otra fosforilacion en
Tip60 también es esencial para inducir esta ruta transcripcional de apoptosis mediada por p53. En este
caso se describe que tras la acumulacion de dafio génico, la quinasa p38a es activada y fosforila a Tip60
en su residuo T158, modificacion que también parece ser fundamental para la acetilacién de p53 vy el
desencadenamiento de la apoptosis. Por ultimo, otro estudio mas reciente también ha identificado una
nueva fosforilacion en Tip60 necesaria para modular la maquinaria de transcripcién. Dicha fosforilacion tiene
lugar en la serina 90, pero en este caso no es llevada a cabo por CDK1 en la fase G2/M del ciclo, sino por
la CDK9 en combinacion con la ciclina T1 en lo que es conocido como complejo P-TEFb (del inglés, positive
transcription elongation factor b) (Brauns-Schubert et al., 2018). P-TEFb juega un papel fundamental en la
etapa de elongacion del proceso de transcripcion al permitir que la ARN polimerasa Il supere la pausa
proxima al promotor (una parada del procesamiento que la ADN polimerasa Il experimenta en una region
de entre 20 y 50 pares de bases aguas abajo del sitio de iniciacion de la transcripcion) (Peterlin y Price,
2006; Bacon y D'Orso, 2019). Teniendo en cuenta esto, Tip60 actla como intermediario en este proceso,
de forma que al ser fosforilada por P-TEFb, aumenta su afinidad tanto por la trimetilacion de residuos de la
histona H3 como por la ARN polimerasa Il. Al mismo tiempo, dicha fosforilacion en la S90 de Tip60 posibilita
la posterior fosforilacion en la S86 por GSK-3, previamente descrita, lo que también aumenta la actividad
catalitica de Tip60. Ambos fendmenos, el aumento de la afinidad por la ARN polimerasa Il y la posibilidad
de ser fosforilada en su residuo S86 adquiriendo una mayor capacidad catalitica, conducen en primer lugar
a laliberacion de la ADN polimerasa de la region en la que su procesividad ha sido bloqueada y, en segundo
lugar, a la activacion transcripcional de los genes diana (Brauns-Schubert et al., 2018).

Al igual que en el contexto transcripcional, la importancia de Tip60 durante el desarrollo de la DDR
hace que su actividad también necesite estar sujeta a un control preciso y eficaz tras la aparicion de dafio
génico. Tal y como se ha descrito anteriormente, durante la etapa de mediacion de la DDR, Tip60 juega un
papel fundamental a la hora de establecer el tipo de reparacion que se va a llevar a cabo. Asi, un
reclutamiento de 53BP1 asociado a una pérdida de H4K16ac y una ganancia de H4K20me2 en la zona del
dafio promueven la reparacién por union de extremos no homadlogos. Por el contrario, el mantenimiento de
la H4K16ac y, consecuentemente, de la H4K20 sin metilar posibilita el reclutamiento de BRCALl y la
reparacion por recombinacion homéloga. En base a esto, un reciente estudio ha elucidado el mecanismo
gue permite regular el patréon epigenético entre la acumulacion marcas de H4K16ac (e induccion de HR) o
marcas de H4K20me2 (e induccién de NHEJ). Dicho mecanismo de regulacion epigenética se basa en una
fosforilacion de Tip60 en sus residuos S86 y S90 en un proceso dependiente de ciclo. Asi, durante las fases
Sy G2 del ciclo en las que la recombinacion homdloga es viable, Tip60 es fosforilada en primer lugar en su
serina 90 (probablemente por una quinasa dependiente de ciclo no identificada en el estudio), lo que a su
vez posibilita una posterior fosforilacién en la S86 por GSK-3, tal y como se ha descrito en estudios
anteriores. Dichas fosforilaciones conducen a un incremento de la actividad de Tip60 que favorece la
acetilacion de la H4K16. Como resultado, se induce una acumulacion de BRCA1 en detrimento de 53BP1
en las regiones de dafio y con ello, la reparacién por HR. De hecho, este mismo estudio prueba que
mutaciones en los sitios de fosforilacién de Tip60 descritos conducen a una pérdida de este patrén de
acetilacion, asi como a sensibilidad al dafio génico e inestabilidad cromosémica, confirmando que dichas
fosforilaciones son indispensables para el desencadenamiento de la HR (Li et al., 2018).

Mas alla de determinar el tipo de reparacién que se lleva a cabo, Tip60 tiene otros papales
fundamentales en el desarrollo de la DDR, més concretamente en la etapa de sensibilizacion al dafio. En
este sentido, su rol como writer epigenético posibilita la acetilacién de la lisina 16 de la histona H4 tras la
induccion del dafio, siendo ésta una modificaciéon epigenética vital para el desencadenamiento de la
respuesta al dafio. Posteriormente, Tip60 también es capaz de acetilar y activar ATM que, como proteina
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mediadora, amplificara la cascada de sefializacion y facilitara en gran medida la reparacién del dafio génico.
Sin embargo, como la actividad de Tip60 es regulada en estas primeras etapas de la DDR aun no ha sido
estudiado. En este contexto, y atendiendo a los datos preexistentes, es viable la posibilidad de que Tip60
también esté sujeta a un proceso de fosforilacién que regule de forma controlada su actividad en los
primeros instantes tras la aparicion del dafio génico. De esta manera, se posibilitaria la progresion de la
respuesta desde la etapa de sensibilizacién al dafio, en la que Tip60 debe mostrarse cataliticamente activa
para posibilitar la descompactacion de la cromatina, hasta la resolucion del dafio o induccién de apoptosis,
pasando por puntos intermedios en los que dicha actividad deba verse reducida. En base a esto, se plante6
la hipétesis y objetivos de esta tesis doctoral, descritos en el siguiente apartado.
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Hipotesis y Objetivos

Diferentes estudios han demostrado el importante papel que la quinasa humana VRK1 desempefia
alo largo de diferentes etapas de la DDR. Entre ellos, cabe destacar una publicacion en la que se demuestra
que el silenciamiento de dicha quinasa imposibilita la acetilacion de la lisina 16 de la histona H4 tras la
induccién del dafio génico (Salzano et al., 2015). Dada la incapacidad de VRK1 de catalizar por si misma
este proceso de acetilacion, se deduce que la quinasa estd mediando este proceso de forma indirecta. Por
otro lado, ya se ha mencionado anteriormente que la regulacion de diferentes moduladores epigenéticos
como Tip60 aun esta poco caracterizada y estudiada, especialmente en el contexto del dafio génico, en el
que dicha regulacién debe ser independiente de la fase del ciclo celular en la que se encuentre la célula.
En este sentido, quinasas dependientes del ciclo como la CDK1, anteriormente descrita como factor
regulador de Tip60 en el control de la progresion del ciclo celular, quedarian descartadas. Teniendo en
cuenta todo esto, para el desarrollo de esta tesis doctoral, se planted la siguiente hipoétesis:

VRK1 es responsable de regular y promover la actividad acetiltransferasa de Tip60 durante el
desarrollo de larespuesta al dafio génico.

En base a esta hipétesis, los principales objetivos planteados en este trabajo son los siguientes:

1. Determinar el efecto que VRK1 tiene sobre la actividad acetiltransferasa, estabilidad y localizacion de
Tip60 durante la respuesta al dafio génico.

2. Estudiar si dicho efecto estd asociado a la actividad quinasa de VRK1.
3. Identificar el/los residuo/s de Tip60 fosforilados por VRK1 durante la respuesta al dafio génico.

4. Determinar el principio mecanistico por el cual dicha/s fosforilacion/es modulan la actividad
acetiltransferasa de Tip60.

5. Estudiar si mutantes patogénicos de VRK1 muestran defectos en la regulacién de Tip60 en el contexto
del dafio génico.
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Materiales y métodos

1. CULTIVO Y MANIPULACION DE LINEAS CELULARES

1.1. CULTIVO DE LINEAS CELULARES

La mayor parte de los resultados mostrados en esta tesis doctoral se han obtenido a partir del trabajo
con diferentes lineas celulares que variaban segun los requerimientos de cada experimento. Dichas lineas
celulares vienen especificadas en la tabla 6. Cabe destacar que aquellas lineas celulares estables, con
capacidad para expresar de forma permanente diferentes variantes murinas de VRK1, fueron generadas
en el laboratorio gracias al trabajo de Patricia Morejon Garcia utilizando la técnica de transduccién viral. El
cultivo y mantenimiento de las lineas celulares a lo largo de diferentes pases se llevé a cabo en frascos de
cultivo (Flasks; Falcon) a 37°C, 5% de CO2 y 98% de humedad relativa. El medio de crecimiento utilizado
para todas ellas fue Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco-Life Technologies-Invitrogen)
suplementado al 10% con suero fetal bovino (FBS; Gibco-Life Technologies-Invitrogen) previamente
inactivado a 56°C durante 30 minutos, 2mM de L-glutamina (Gibco-Life Technologies-Invitrogen) y los
antibiéticos penicilina (50 unidades/ml) y estreptomicina (50 ug/ml) (Pen Strep; Gibco-Life Technologies-
Invitrogen). Una vez que las células alcanzaban el 70-90% de confluencia al ser observadas bajo el
microscopio optico invertido Zeiss Axiovert 25, éstas eran levantadas de los frascos mediante la retirada del
medio de cultivo y su incubacién durante 2-3 minutos a 37°C con tripsina-EDTA (TrypLE Express; Gibco-
Life Technologies-Invitrogen) para proceder asi a la realizacion del pase correspondiente mediante
diluciones.

A su vez, la siembra y crecimiento de las lineas celulares para el desarrollo de los experimentos se
llevé a cabo bajo las mismas condiciones y utilizando el mismo medio de cultivo sobre placas de cultivo
(Falcon) de 60 o 100 milimetros de diametro segun los requerimientos.

1.2. SUPRESION DE LA EXPRESION GENICA EN LINEAS CELULARES MEDIANTE PEQUENOS ARN
DE INTERFERENCIA

En ciertos experimentos era necesario bloquear la expresion de un determinado gen (VRK1 o KAT5
en el caso de esta tesis doctoral) con el fin de evitar la actividad de la proteina para la cual codifica y poder
analizar asi las consecuencias de la ausencia de dicha proteina en las células. Esta supresion génica se
llevé a cabo aprovechando el mecanismo celular Dicer-RISC (Wang et al., 2009) por el cual la célula es
capaz de degradar ARNs bicatenarios. Para ello, se utilizan pequefios ARN de interferencia (ARNi, del
inglés small interfering RNA) que se transfectaban en las células y que iban dirigidos especificamente contra
el ARN mensajero codificado por el gen a silenciar o, alternativamente y como control negativo, ARNi que
no son diana de ningln gen. Las secuencias nucleotidicas 5= 3'de dichos ARN de interferencia,
proporcionados por la casa comercial Dharmacon RNA Technologies, se indican en la tabla 7.

El proceso de transfeccion de los ARNi se llevd a cabo utilizando Lipotransfectina (Solmeglas), un
reactivo que contiene subunidades lipidicas capaces de formar liposomas de naturaleza catiénica que
incorporan los ARNi en ambientes acuosos. Los liposomas se fusionan con la membrana celular, también
de naturaleza lipidica, y liberan dichos ARNs de interferencia en el interior celular. Teniendo en cuenta esto
se diluian, por cada placa de cultivo de 100 mm de diametro a silenciar, 8 pl de ARNi a una concentracion
inicial de 20 uM (o bien, 6 pl de ARNi 20 uM por cada placa de cultivo de 60 mm de diametro a silenciar) en
1 volumen de medio Opti-MEM (Gibco-Life Technologies-Invitrogen). De forma paralela, se diluian 16 pl de
Lipotransfectina por cada placa de cultivo de 100 mm de diametro (o, alternativamente, 12 pl por cada placa
de 60 mm) en 1 volumen de medio Opti-MEM. Ambos volimenes se mezclaban y se incubaban a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, la mezcla de 2 volimenes se afiadia por goteo
en las células cultivadas en medio DMEM sin antibiético (con el fin de prevenir la incorporaciéon del mismo
en los liposomas y seguidamente en el interior celular, lo que comprometeria la viabilidad celular) a una
confluencia del 10-15% y se homogeneizaba con el medio.

1.3. TRANSFECCION TRANSITORIA DE ADN PLASMIDICO DE EXPRESION EUCARIOTA EN LINEAS
CELULARES

Una vez que las lineas celulares sembradas en placas de cultivo alcanzaban en torno al 20-30% de
confluencia (aproximadamente 24-36 horas después de la siembra) y para aquellos experimentos en los
gue era necesario sobreexpresar determinadas proteinas, se llevaba a cabo la transfecciéon de plasmidos,
previamente purificados tal y como se detalla en el apartado 2 de los materiales y métodos, que contenian
el ADN codificante de la proteina de interés y con capacidad de ser expresado en células eucariotas. El
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conjunto de plasmidos de expresion eucariota utilizados en esta tesis doctoral viene indicado en la tabla 8.
La técnica de transfeccidn se llevé a cabo utilizando el compuesto polietilenimina lineal (PEI; Polysciences,
Inc.). La polietilenimina constituye un polimero catiénico capaz de incorporar ADN en el interior de las
particulas que forma y de adherirse a los proteoglicanos cargados negativamente de la superficie celular.
De esta manera, el complejo PEI-ADN es incorporado al interior de la célula por endocitosis. Teniendo en
cuenta esto, el procedimiento de transfeccién consistia en mezclar 1 volumen de NaCl 150 mL al que se le
ha incorporado el PEI a una concentracion de 1 mg/mL con 1 volumen de NaCl 150 mL que contiene una
determinada cantidad de ADN plasmidico de interés, la cual varia segun la capacidad de expresion de la
proteina codificada por el mismo. Dicha mezcla se incubaba durante 30 minutos a temperatura ambiente vy,
posteriormente, se afiadia por goteo a las células en cultivo y se homogeneizaba con el medio de cultivo.

1.4. INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINAS Y COMPLEJOS PROTEICOS EN CELULAS
EUCARIOTAS

Ciertos experimentos realizados durante el trabajo de esta tesis doctoral requerian inhibir la actividad
enzimatica de determinadas proteinas y/o complejos proteicos de las células en cultivo. Para ello, se
utilizaron diferentes inhibidores quimicos, listados en la tabla 9, dirigidos especificamente contra las
proteinas en cuestion. Concretamente, las proteinas/complejos que han sido inhibidos en diferentes
experimentos han sido las acetiltransferasas Tip60 y p300-CBP, la quinasa ATM y la familia de quinasas
PIKK, la proteina quinasa JNK, los ribosomas en su proceso de elongacion traduccional y el complejo
proteasoma. El tratamiento especifico de los cultivos celulares en los que se inhibié cada una de estas
proteinas se detalla a continuacion.

1.4.1. Inhibicién de las acetiltransferasas Tip60 y p300-CBP

Uno de los principales propositos de esta tesis doctoral era estudiar el papel regulador de la quinasa
VRK1 sobre la acetiltransferasa Tip60 durante la respuesta al dafio génico. Por ello, la inhibicién de la
actividad de Tip60, asi como de otras acetiltransferasas, en células en cultivo resultaba fundamental para
poder comparar los efectos de dichas inhibiciones con aquellos que ocurren debido a la ausencia de VRK1
en las células.

El compuesto MG-149 (Axon Medchem) se ha descrito como un potente inhibidor especifico de
Tip60, por lo que fue utilizado en esta tesis para bloguear la actividad acetiltransferasa de esta proteina. El
tratamiento con este inhibidor, disuelto en DMSO, se realiz6 sobre células en cultivo que se encontraban a
una confluencia del 70-80% a una concentracion de 1 uM durante 24 horas (0, alternativamente, a 2 pM
durante 12 horas), tras las cuales, las células eran lisadas tal y como se detalla en el apartado 3.3. de los
materiales y métodos.

Por otro lado, la inhibcién de la acetiltransferasa p300-CBP también resulté util en determinados
experimentos. En estos casos, se utilizé el inhibidor especifico C646 (Selleckchem), disuelto en DMSO, a
una concentracion de 5 pM durante 24 horas o 10 uM durante 12 horas sobre células en cultivo a una
confluencia del 70-80%.

1.4.2. Inhibicion de ATM y PIKKs

ATM juega un papel importante durante la respuesta al dafio génico, siendo util inhibir su actividad,
asi como la de la familia de quinasas a la que pertenece, en ciertos experimentos de este trabajo para
obtener asi diferentes conclusiones. Teniendo en cuenta esto, la inhibicion especifica de ATM se llevo
acabo utilizando el compuesto KU55933 (Tocris Bioscience), capaz de bloquear su actividad quinasa. Las
células en cultivo para las cuales se inhibio ATM fueron tratadas con KU55933 a una concentracion de 10
UM durante 3 horas.

Por su parte, la inhibicion de la familia de PI3K y quinasas relacionadas (PIKKs, del inglés
phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases) a la cual pertenece ATM se llevo a cabo utilizando cafeina
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 10 mM durante 3 horas una vez que las células alcanzaron el 70-
80% de confluencia.
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1.4.3. Inhibicién de la familia INK

En el desarrollo de esta tesis doctoral, la inhibicion de la familia JNK fue utilizada con el propoésito
de identificar posibles enzimas implicadas en la fosforilacién de sustratos como Tip60. Para ello, se utilizé
el inhibidor irreversible JNK-IN-8 (Selleckchem), especifico frente a los 3 miembros de la familia, INK-1,
JNK-2 y JNK-3. El tratamiento con dicho inhibidor se realizé incubando las células durante 6 horas a una
concentracion de 3 uM.

1.4.4. Inhibicion de la sintesis proteica de novo

Los ensayos de estabilidad descritos mas en detalle en el apartado 9 de materiales y métodos de
este trabajo requerian bloquear la sintesis proteica con el fin de posibilitar el estudio de la vida media de las
proteinas de interés. Para ello, se utilizé la cicloheximida (Sigma-Aldrich), un compuesto producido por la
bacteria Streptomyces griseus que interfiere con la actividad peptidil transferasa de los ribosomas,
bloqueando la elongacién traduccional. El tratamiento de las células en cultivo con cicloheximida se llevé a
cabo a una concentracion de 50 pg/ml a lo largo de diferentes tiempos, indicados especificamente en cada
experimento.

1.4.5. Inhibicion del proteasoma

Diferentes experimentos de estabilidad proteica y ubiquitinaciéon de proteinas realizados en este
trabajo requirieron bloquear la actividad del proteasoma, una de las maquinarias celulares encargadas de
degradar proteinas previamente marcadas con colas de poliubiquitina. En estos ensayos, la inhibicion del
proteasoma se llevé a cabo utilizando MG-132 (Calbiochem), compuesto que se une a los sitios activos de
las subunidades B del proteasoma 20S y bloquea su actividad proteolitica. La concentracion de MG-132
utilizada fue 25 pM durante 12 horas o 15 pM durante 24 horas segun los requerimientos de cada
experimento.

1.5. INDUCCION DE DANO GENICO

Con el fin de estudiar el papel de VRK1 sobre Tip60 durante la respuesta al dafio génico, las células
en cultivo fueron tratadas con diferentes agentes inductores de dafio, tales como son la doxorrubicina y la
radiacion gamma ionizante. En cualquier caso, e independientemente de las posibles técnicas de
manipulacion descritas en los péarrafos anteriores a las que fueran necesarias someter las células en los
diferentes experimentos, la induccion de dafio génico siempre fue el Ultimo de los tratamientos realizados.
De esta manera, se aseguraba que la respuesta al dafio inducida bien por doxorrubicina o bien por radiacién
ionizante estuviera condicionada por la modificacion del comportamiento celular asociado a dichas técnicas.

1.5.1. Dafio génico con doxorrubicina

Tal y como se ha explicado en la introduccion de este trabajo, la doxorrubicina es un agente
guimioterapéutico utilizado en el tratamiento de diferentes tipos de cancer cuyo mecanismo de accién se
basa en la induccién de dafio génico mediante la inhibicidn de la ADN topoisomerasa lla, causando roturas
de doble cadena en la cromatina. La doxorrubicina (Fisher BioReagents) constituyd el principal mecanismo
de induccidn de dafio génico en este trabajo y se realiz6 tratando las células en cultivo con el compuesto a
una concentracion final de 3 uM para experimentos de inmunofluorescencia, o 10 uM para experimentos
de western blot. Los tiempos de tratamiento variaban segun los experimentos y aparecen indicados en cada
uno de ellos.

1.5.2. Dafio génico con radiacion ionizante

De forma alternativa a la doxorrubicina, las células fueron sometidas a dosis de 3 Gy de radiacién
ionizante usando el irradiador Gammacell 1000 Elite con fuente de Cs'¥, que emite radiacion gamma de
E=662 KeV.
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2. TECNICAS DE MANIPULACION DE ADN

2.1. PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE ADN PLASMIDICO A PARTIR DE BACTERIAS E. coli

La transfeccion transitoria de ADN descrita en el apartado 1.3. de los materiales y métodos de esta
tesis doctoral requiere una previa obtencién de los vectores plasmidicos capaces de expresar la proteina
de interés, los cuales se encuentran incorporados en bacterias Escherichia coli (E. coli). Teniendo en cuenta
esto, la purificacion del ADN plasmidico a gran escala (Maxi-prep) a partir de las bacterias se realizd
utilizando el kit comercial GeneJET Plasmid Maxiprep Kit (Thermo Fisher scientific) de acuerdo con el
protocolo proporcionado por la casa comercial.

Brevemente, las bacterias que contienen los plasmidos de interés se dejaron crecer en 400 mL de
medio de cultivo LB (Lysogeny Broth) hasta alcanzar una densidad 6ptica de 2-3 para una longitud de onda
de 600 nm. Posteriormente, las bacterias se precipitaron a 2.500 g durante 10 minutos en centrifugas
AvantiTM J-25 (Beckman Coulter, Inc.) y se lisaron utilizando la solucién de lisis proporcionada en el kit,
precipitando los restos bacterianos mediante centrifugacion a 48.000 g durante 20 minutos. El sobrenadante
resultante de esta centrifugacion, que contiene el ADN plasmidico, se mezcl6 con un volumen de etanol al
96% Yy dicha mezcla se transfirid a una columna de membrana silica, que se centrifugé a 2.000 g durante 3
minutos. De esta forma, el plasmido quedaba retenido en la membrana, la cual se lavo 3 veces con una
solucién de lavado proporcionada. Finalmente, el ADN plasmidico retenido en la columna se liberé utilizando
una solucién de elucién también proporcionada por la casa comercial.

En ocasiones fue conveniente llevar a cabo una purificaciéon de ADN plasmidico a pequefia escala
(Mini-prep). En estos casos, el proceso de obtencion de los pladsmidos se realizo utilizando el kit comercial
NucleoSpin plasmid (Macherey-Nagel), siguiendo las indicaciones de la compafiia. En este caso, se hacia
crecer 1 mL de cultivo, el cual se precipitaba posteriormente mediante centrifugacion a 11.000 g durante 30
segundos. El pellet de bacterias precipitadas se lisaba entonces a temperatura ambiente y se centrifugaban
durante 5 minutos a 11.000 g. De nuevo, el sobrenadante se hacia pasar por una columna con membrana
silica capaz de retener el ADN plasmidico. Dicha membrana se lavo 3 veces a 11.000 g durante 2 minutos
para posteriormente eluir y purificar los plasmidos utilizando la solucion TE (10 mM Tris pH 8,0 y 1 mM
EDTA).

Una vez purificado el ADN plasmidico, bien mediante Maxi-preps o bien mediante Mini-preps, se
determinaba la concentracion del mismo en la muestra midiendo su absorbancia a 260 nm en el
espectrofotometro NANODrop (NANODrop Technologies).

2.2. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS EN GEL DE AGAROSA

Las muestras de ADN plasmidico purificadas se sometieron a un proceso de electroforesis con el
objetivo de asegurar la pureza de la misma. Mediante esta técnica, los fragmentos de ADN se separaban
en funcién su tamafio y carga neta asociada a sus grupos fosfato, de forma que posibles impurezas de ADN
diferentes al plasmido de interés pudieran ser detectadas. Para ello, las muestras se cargaban en geles de
agarosa del 1% m/v preparados en tampén TAE (40 mM Tris-acetato, pH 8,0 y 1 mM EDTA), los cuales se
sumergian previamente en este mismo tampén con bromuro de etidio diluido a una concentracion de 0,5
pg/mL. Una vez cargadas en el gel, las muestras se sometian a una corriente eléctrica de 50-70 voltios, lo
cual posibilitaba la migracion del ADN hacia el polo positivo de la fuente de electroforesis. Durante este
proceso, el bromuro de etidio disuelto en el tamp6n de electroforesis se intercala entre las bases
nitrogenadas de los fragmentos de ADN, lo cual posibilitaba la posterior visualizaciéon de los mismos al
exponer el gel a luz UV bajo la cual el bromuro de etidio emite fluorescencia. Para este proceso de
visualizacién, se utilizé6 una camara digital acoplada al analizador de imagen Gel Doc TM (Bio-Rad),
imprimiendo la imagen resultante en papel térmico. Por dltimo, cabe destacar que junto con las muestras
de ADN plasmidico se corria paralelamente 5 pL del marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA
Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific) con el fin de determinar el tamafio de los diferentes
fragmentos de ADN separados en el proceso.
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2.3. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Durante la realizacion de esta tesis doctoral fue necesario provocar diferentes mutaciones especificas
en nucledtidos puntuales sobre genes de interés que posteriormente codificaran para determinados
mutantes de la proteina. Para ello, se llevé a cabo la técnica de mutagénesis dirigida sobre el ADN
plasmidico, previamente purificado, que contenia el gen diana. Las mutagénesis dirigidas se realizaron
siguiendo el protocolo recomendado por el sistema comercial QuickChange Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene), el cual se basa en realizar ciclos de amplificacion del ADN plasmidico mediante PCR
utilizando como primers oligonucle6tidos que contienen parte de la secuencia del gen con la modificacion a
incorporar. Teniendo en cuenta esto, se prepard una mezcla que contenia 50 ng del ADN plasmidico a
mutar (molde), 10 uM de cada oligonucledétido (forward y reverse) con la mutacion (ver Tabla 7), 0,2 mM de
una mezcla de desoxinuclettidos (dNTPs; Hoffman — La Roche) y una unidad de PFU DNA polymerase
(Diotools, B&M Labs), todo ello disuelto en tampén de PCR 1x (100 mM KCI, 100 mM (NH4)2S04, 200 mM
Tris-HCI pH 8,8, 20 mM MgSOs4, 1% Triton X-100 y BSA 1 mg/mL) a un volumen final de 30 pL. Asi, una
vez preparada la mezcla, ésta se sometié al proceso de PCR durante 25-30 ciclos, especificandose a
continuacion las etapas, temperaturas y duraciones de cada una de ellas para un ciclo completo:

- Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 8 minutos. Aplicable Gnicamente al primer ciclo del proceso.
- Desnaturalizacion: 94°C durante 45 segundos.

- Hibridacién de primers: 68°C durante 1 minuto.

- Elongacién: 72°C durante 13 minutos.

Tras la PCR, el ADN molde se eliminé utilizando la enzima Dpnl (Thermo Fisher Scientific), una
endonucleasa que fragmenta el ADN metilado y hemimetilado, pero no las copias mutadas carentes de
estas modificaciones, obteniendo asi un producto de PCR que Unicamente tiene vectores plasmidicos
mutados.

2.4, TRANSFORMACION DE PLASMIDOS EN BACTERIAS E. coli Y SECUENCIACION

Una vez obtenidos los productos de PCR durante el proceso de mutagénesis dirigida, los plasmidos
portadores del gen de interés mutado eran incorporados en cepas competentes DH5a de E. Coli con el fin
de posibilitar una posterior purificacion y transfeccion de dichos plasmidos en células eucariotas. Este
proceso se realizé siguiendo la técnica de transformacion bacteriana, que consiste en someter las bacterias
a un choque térmico con el fin de generar poros en su pared y membrana celular a través de los cuales se
incorpora el ADN plasmidico al interior de las células bacterianas. Teniendo en cuenta esto, el producto
resultante de la PCR durante el proceso de mutagénesis se mezcld con las bacterias competentes y dicha
mezcla se incubd durante 30 minutos en hielo. Seguidamente, la mezcla se sometié al choque térmico a
42°C durante 45 segundos para inmediatamente después devolver las bacterias al hielo durante 5 minutos.
Una vez hecha la transformacion, las bacterias se dejaron crecer en medio LB sin antibidtico durante 1 hora
a 37°C, para posteriormente plaguearlas en una placa Petri con LB-agar y con el antibiotico para el cual el
plasmido de interés que contiene el gen mutado es capaz de conferir resistencia. Las placas se incubaron
durante 12 horas a 37°C, de forma que las colonias aisladas obtenidas eran aquellas que habian
incorporado el vector durante la transformacion. Estas colonias se hacian crecer de nuevo durante 12 horas
a 37°C en medio LB liquido, obteniendo stocks de bacterias portadoras del vector mutado que eran
almacenados a -80°C.

Finalmente, con el fin de asegurar que los plasmidos incorporados por las bacterias durante el proceso
de transformacion son realmente portadores del gen de interés mutado, se llevé a cabo un proceso de
secuenciacion. Para ello, se purifico el ADN plasmidico tal y como se ha especificado anteriormente en el
apartado 2.1. de los materiales y métodos. Una vez purificado, los plasmidos eran sometidos a un proceso
de amplificacion mediante PCR utilizando como primers oligonucleétidos que flanquean ambos lados el gen
de interés insertado. Este proceso fue llevado a cabo por la unidad de genémica del centro, que
posteriormente enviaba las secuencias de nucleétidos obtenidas. Dichas secuencias eran finalmente
analizadas utilizando el programa bioinformatico Chromas, version 2.6.5 (Technelysium Pty Ltd, DNA
Sequencing Software), confirmando o no el éxito de la mutagénesis.

61



Materiales y métodos

3. TECNICAS DE MANIPULACION DE PROTEINAS

3.1. PURIFICACION DE PROTEINAS A PARTIR DE BACTERIAS E. coli

A la hora de realizar los experimentos de interaccion y fosforilacion in vitro de proteinas, descritos mas
adelante, fue necesario purificar las proteinas recombinantes a estudiar a partir de bacterias de cepas BL21
de E. coli portadoras del plasmido que contiene el gen capaz de codificar dichas proteinas. Los plasmidos
utilizados como vectores de clonacion para este proceso fueron pGEX-4T-GST o pTAT-V5-His(6x),
portadores de la secuencia codificante para variantes de VRK1 o Tip60, respectivamente. Ambos vectores,
de expresién bacteriana, portan el operén lac inducible que es activado, promoviendo la expresion de la
secuencia génica, con la presencia de lactosa o de su analogo isopropil-3-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)
en el medio de cultivo.

Teniendo en cuenta esto, en primer lugar, se prepar6o un preinéculo de las bacterias BL21 de interés,
dejandolo crecer durante 12 horas a 37°C en medio de cultivo LB con el antibitico correspondiente para el
cual el plasmido portador de la secuencia codificante proporciona resistencia. Una vez crecido el preinéculo,
se hizo una dilucion 1/10 del mismo en LB y se dej6 crecer hasta que el cultivo alcanzara una densidad
Optica de 0,6-0,8 para una longitud de onda de 600 nm. Llegados a este punto, se procedid a inducir la
expresion de la proteina de fusibn mediante la adicion de IPTG (Roche Applied Science) a una
concentracion de 0,1 mM en el medio de cultivo, el cual fue incubado durante 3 horas a 37°C. Transcurridas
estas 3 horas en las que la proteina de fusion se ha expresado, las bacterias fueron precipitadas mediante
centrifugacion a 4.000 rpm durante 10 minutos y seguidamente resuspendidas en tampdn de lisis (1% Triton
X-100, 0,2 pg/mL lisozima, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 5 mM ditiotreitol (DTT), 10 pg/mL
aprotinina'y 10 pg/mL leupeptina, todo ello disuelto en PBS 1X) y sonicadas para favorecer su lisis mediante
la utilizacion del sonicador Vibra Cell (Sonics). La sonicacién se llevé a cabo a lo largo de 5 pulsos de
intensidad media y duracion 10 segundos, con intervalos de pausas de 10 segundos entre cada pulso. Tras
esto, se dejaron las bacterias 30 minutos en hielo para completar la lisis y posteriormente las muestras se
centrifugaron a 15.000 rpm durante 30 minutos para precipitar el debris celular. El sobrenadante, en el cual
se encuentran disueltas las proteinas de fusion, se incub6 durante 4 horas a 4°C en agitacion suave bien
con 100 pl de resina Glutathione Sepharose 4B beads (GE Healthcare) en el caso de purificar proteinas de
fusién con GST o bien con 100 pl de la resina TALON Metal Affinity Resin (Clontech), la cual muestra
afinidad para proteinas de fusion portadoras del tag de histidinas. Transcurrido el tiempo de incubacion, las
muestras se lavaron con tampon de lisis 3 veces mediante centrifugaciones de 5 minutos a 3.000 rpm y
4°C. Cabe destacar que, en el caso de las proteinas de fusion con el tag de histidinas, el proceso de lavado
se realizé con dicho tampdn de lisis incorporando imidazol 50 mM, de forma que el imidazol a esta
concentracién compitiera con uniones inespecificas a la resina y mejorara la calidad del lavado. Después,
se procedio a la elucién de las proteinas unidas a la resina. En el caso de la purificacion de proteinas con
GST esta elucion se realiz6 incubando la muestra en agitacion suave durante 8 horas a 4°C con 100-200
pl de un tampon especifico que contiene glutation 10 mM (concentracion a la cual el glutation compite con
la proteina de fusién y la libera de la columna) disuelto en Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. Por su parte, las proteinas
de fusion con el tag de histidinas se eluyeron incubando la muestra durante 8 horas a 4°C con 100-200 pl
del tampon de lisis en el que previamente se disolvié imidazol a una concentracion saturada de 500 mM,
posibilitando asi liberar la proteina de la resina. Transcurridas las 8 horas de elucién, las muestras se
centrifugaron a 3.000 rpm durante 3 minutos, precipitando la resina y rescatando las proteinas en la fraccion
soluble. Finalmente, con el objetivo de asegurar la presencia de la proteina de interés en el tampo6n de
elucidn, se realiz6 una electroforesis de una pequefia fraccion de la muestra en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato sddico (ver apartado 3.6. de materiales y métodos) y una posterior tincion del gel con azul de
Coomassie (ver apartado 3.7.). Al mismo tiempo, se determind la concentracion de la proteina en la muestra
mediante técnicas colorimétricas utilizando el reactivo Bradford del kit Bio-Rad protein assay (Bio-Rad), tal
y como se describe en el apartado 3.5. de los materiales y métodos.

3.2. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS A PARTIR DE CELULAS EUCARIOTAS EN CULTIVO

Para analizar in vivo diferentes proteinas de interés, en primer lugar era necesario obtener extractos
proteicos de las células en cultivo sobre las cuales se lleva a cabo el estudio. Para ello, las células se lisaron
con tampon de lisis suave (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 y 1 mM EDTA, todo
ello disuelto en agua miliQ), previamente complementado con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 10
pg/mL leupeptina y 10 pg/mL aprotinina) e inhibidores de fosfatasas (1 mM NaF y 1 mM NasVOs -
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ortovanadato sédico-). La suspension se incubé durante 20 minutos en hielo, tras los cuales se centrifugd
a 13.200 rpm durante 20 minutos a 4°C con el objetivo de precipitar y eliminar el debris celular. De esta
manera, las proteinas solubles de interés fueron rescatadas en el sobrenadante, del cual, posteriormente,
se midié la concentracion proteica de acuerdo con el apartado 3.5. de los materiales y métodos.

3.3. EXTRACCION DE PROTEINAS A PARTIR DE FRACCIONAMIENTO NUCLEOPLASMA-
CROMATINA

En ciertos experimentos de este trabajo fue necesario analizar y comparar la distribucion de ciertas
proteinas en dos fracciones nucleares diferentes: el nucleoplasma y la cromatina. En este caso, el proceso
de obtencién de proteinas siguié un protocolo diferente al descrito en el apartado anterior, con el fin de
posibilitar una correcta separacién entre ambas fracciones. Dicho protocolo se basé en la técnica descrita
por Brauns-Schubert y colegas (Brauns-Schubert et al., 2018). Las células en cultivo fueron lisadas e
incubadas en hielo durante 8 minutos utilizando el tampén de lisis citosélico (10 mM HEPES, 10 mM KClI,
1,5 mM MgClz, 0,34 mM sacarosa, 10% glicerol, 20 uyM MG132, 0,1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 10 pg/mL
leupeptina, 10 pg/mL aprotinina, 1 mM NaF y 1 mM NasVOs, todo ello disuelto en agua miliQ).
Posteriormente, se centrifugé el lisado celular a 1.300 g durante 5 minutos, lo cual permitié separar la
fraccion citoplasmatica (sobrenadante), que fue descartada, de la fraccion nuclear (precipitado). Dicha
fraccion nuclear fue entonces resuspendida en tampoén de extraccion nucleoplasmatico (400 mM NaCl, 3
mM EDTA, 0,2 mM EGTA, 1 mM DTT, 20 uM MG132, 1 mM PMSF, 10 pug/mL leupeptina, 10 pg/mL
aprotinina, 1 mM NaF y 1 mM NasVOs, todo ello disuelto en agua miliQ) e incubada en hielo durante 20
minutos. Transcurrido este tiempo, la muestra se centrifugé a 1.000 g durante 2 minutos, lo que permitio
precipitar la cromatina y conservar la fraccion nucleoplasmatica en el sobrenadante. Esta fraccion
nucleoplasmatica fue transferida a un nuevo tuvo, determinando la concentracion proteica de la misma
mediante el método Bradford descrito en el apartado 3.5. para su posterior andlisis por western blot. Por su
parte, la fraccion cromatinica precipitada se lavé 3 veces en el tampon de extracciéon nucleoplasmatico
descrito anteriormente mediante centrifugaciéon a 1.000 g durante 2 minutos. Después de los lavados, la
cromatina se resuspendioé en tampoén de lisis nuclear (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,5% SDS, 1
mM PMSF, 10 pg/mL leupeptina, 10 pg/mL aprotinina, 1 mM NaF y 1 mM NasVOa) y se sonico a 4°C en 5
pulsos de 30 segundos, con intervalos de espera de 30 segundos entre cada pulso, utilizando para ello el
sonicador Vibra Cell (Sonics). Este proceso posibilitd la fragmentacion del ADN y la liberacion de las
proteinas cromatinicas asociadas. Finalmente, se determiné la concentracion proteica de esta fraccion
cromatinica mediante el método Bradford.

3.4. EXTRACCION ACIDA DE HISTONAS A PARTIR DE CELULAS EUCARIOTAS EN CULTIVO

De forma alternativa a las técnicas de obtencion proteica descritas en los dos apartados anteriores,
en aquellos experimentos en los que fue necesario analizar mediante western blot las histonas y las
modificaciones covalentes asociadas a las mismas, la purificacion de estas proteinas cromatinicas se
realiz6 mediante la técnica de extraccion acida descrita anteriormente por Shechter et al., 2007. Para ello,
una vez que las células en cultivo fueron sometidas a los tratamientos correspondientes, éstas se levantaron
con tripsina-EDTA (TrypLE Express; Gibco-Life Technologies-Invitrogen) y se centrifugaron durante 10
minutos a 300 g, descartando el sobrenadante. A continuacion, el precipitado de células se resuspendié en
1 mL de tampén de lisis hipotonico (10 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM KCI, 1,5 mM MgClz y 1mM DTT),
previamente suplementado con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 10 pg/mL leupeptina y 10 pg/mL
aprotinina). Esta suspension se incubd en agitacion ligera a 4°C durante 30 minutos, lo cual permitid una
lisis celular tanto hipoténica como mecanica y, transcurrido este tiempo, se sometié a una centrifugacion de
10.000 g durante 10 minutos, lo cual posibilitd precipitar y aislar los nicleos celulares. Seguidamente, estos
nucleos se resuspendieron en 400 pl de H2SO4 a una normalidad de 0,4 N, obteniendo una solucién
homogénea que se incubd durante, al menos, 1 hora en agitacion ligera a 4°C. Este procesoé permitio liberar
las histonas de la cromatina, de forma que, transcurrido el tiempo de incubacién, las muestras se
centrifugaron a 16.000 g durante 10 minutos, precipitando el debris nuclear y obteniendo un sobrenadante
en el que se encontraban disueltas las histonas. Asi, este sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo sobre el
cual se llevo a cabo la precipitacion de las histonas mediante la adicion, gota a gota, de acido tricloroacético
a una concentracion del 33%. Las muestras, que adquirian en este punto un aspecto lechoso, se incubaron
entonces en hielo durante al menos 1 hora y, seguidamente, se centrifugaron a 16.000 g durante 10 minutos
para posibilitar la sedimentacion de las histonas. Posteriormente, se retird el sobrenadante y se realizaron
2 lavados con acetona fria mediante centrifugacion a 16.000 g durante 5 minutos, lo cual permitia eliminar

63



Materiales y métodos

los posibles restos de acido presentes en las soluciones. Por Ultimo, se dej6 secar el precipitado de histonas
durante al menos 20 minutos a temperatura ambiente y se resuspendié en 100 ul de agua miliQ. La
concentracién de histonas en las muestras fue entonces determinada mediante el método Bradford
(apartado 3.5.).

3.5. CUANTIFICACION DE EXTRACTOS PROTEICOS E INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS

Tras la obtencion de extractos proteicos por cualquiera de las 3 metodologias explicadas en los
apartados anteriores, se procedié a determinar la concentracion de proteina en los mismos. De esta manera
se podrian preparar posteriormente muestras con una cantidad equitativa de proteina para cada uno de los
puntos de estudio. Tal y como se ha mencionado anteriormente, el proceso de cuantificacion y
determinacioén de la concentracion en los extractos proteicos se llevd a cabo mediante el método Bradford,
que se basa en el empleo de azul brillante G-250 Coomassie, proporcionado en el reactivo comercial Bio-
Rad Protein Assay (Bio-Rad). Este compuesto torna de un color pardo a uno azulado al unirse a las
proteinas de la muestra, alterando su maximo de absorcién de 465 nm a 595 nm. Teniendo en cuenta esto,
se prepard una curva patrén de concentraciones crecientes y conocidas de albumina sérica bovina (BSA,
del inglés Bovine Serum Albumin) para las cuales se establecié una absorbancia especifica a 595 nm
utilizando el espectrofotometro U-2001 (Hitachi). Posteriormente, afiadiendo la misma cantidad de reactivo
a cada una de las muestras, se midid la absorbancia para dicha longitud de onda y, mediante interpolacion,
se pudo determinar la concentracién de proteina en las mismas. Una vez determinada la concentracion, se
prepararon extractos proteicos con la misma cantidad de proteina total para cada una de las muestras, se
les afiadié tampdn de carga (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% glicerol, 2,3% SDS, 0,1% azul de bromofenol
y 5% B-mercaptoetanol) y se hirvieron a 100°C durante 5 minutos. De esta manera, dichos extractos
gquedaban listos para ser sometidos a electroforesis (apartado 3.6.) y analizados.

De forma paralela, para ciertos experimentos fue necesario aislar, a partir de los extractos proteicos,
una proteina concreta de interés. Este proceso se llevo a cabo mediante la técnica de inmunoprecipitacion.
Asi, una vez cuantificados los extractos proteicos tal y como se ha descrito, se prepararon muestras de
entre 1000 y 2000 pg/mL en un volumen total de 1 mL. A estas muestras se afiadio un anticuerpo especifico
dirigido bien frente a la proteina enddgena de interés o bien frente a un epitopo concreto que presente la
proteina de fusién transfectada. La muestra se incubd entre 8 y 12 horas en agitacion ligera a 4°C. Cabe
destacar que la concentracion de los diferentes anticuerpos utilizados en el proceso de inmunoprecipitacion
variaba de acuerdo con las especificaciones proporcionadas por la casa comercial para el desarrollo de
esta técnica, pero como norma general oscilaban en diluciones de entre 1:50 y 1:500. Tras el periodo de
incubacién con el anticuerpo, las muestras se incubaron durante 8 horas a 4°C con 60 pL de la resina
Protein G Agarose Resin 4 Rapid Run (Agarose Bead Technologies), previamente equilibrada al 50% con
tampon de lisis suave (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 1% Tritén X-100 y 1 mM EDTA, todo ello
disuelto en agua miliQ). Esta resina se caracteriza por presentar monémeros de proteina G de
Streptococcus unidos a perlas de agarosa, de forma que la proteina G reconoce y se une especificamente
a la region Fc constante de los anticuerpos afiadidos a la muestra. Transcurrida la incubacién con la resina,
las muestras se centrifugaron a 2.200 rpm durante 2 minutos, de forma que el complejo agarosa-proteina
G-anticuerpo-proteina de interés precipitaba. Se eliminaba asi el sobrenadante que contiene el resto de
proteinas presentes en el extracto, y el precipitado se lavaba 3 veces con tampdn de lisis suave mediante
nuevas rondas de centrifugacién a 2.200 rpm durante 2 minutos. Finalmente, el complejo unido a la resina
se resuspendié en tampén de carga (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% glicerol, 2,3% SDS, 0,1% azul de
bromofenol y 5% B-mercaptoetanol) y se hirvié durante 5 minutos a 100°C, quedando la proteina de interés
lista para ser sometida a electroforesis y analizada por western blot.

3.6. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO
SODICO

Una vez preparados y hervidos los extractos proteicos totales o las inmunoprecipitaciones de la
proteina de interés con tampon de carga, las muestras de los diferentes experimentos fueron sometidas a
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE, del inglés sodium
dodecylsulfate — polyacrilamide gel electrophoresis). Esta técnica permite separar las proteinas en funcion
de su tamafio, de forma que cuanto mayor masa molecular tengan, menor sera su migracion a lo largo del
gel cuando se someten a una corriente eléctrica. Para ello, la utilizacién del dodecilsulfato sédico (SDS) es
fundamental, ya que este detergente anidnico desnaturaliza las proteinas y se une a ellas, confiriéndoles
una carga neta negativa uniforme gracias a sus grupos sulfato. De esta forma, la propia carga neta de la
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proteina queda enmascarada por las multiples moléculas de SDS y se alcanza una relaciéon carga/masa
uniforme que permite la migracién de las proteinas hacia el polo positivo del campo eléctrico en funcién de
su masa molecular, tal y como se ha dicho anteriormente.

Teniendo en cuenta esto, se prepararon geles separadores con concentraciones variables de
acrilamida y bis-acrilamida en funcion del tamafio de la/s proteina/s de interés a analizar, con el fin de
conferir mayor o menor porosidad y, por lo tanto, menor o mayor resistencia a la migraciéon de dichas
proteinas. De forma general, proteinas con masas moleculares inferiores a 30 kDa se corrieron en geles de
12,5% acrilamida y 0,33% bis-acrilamida. Por su parte, proteinas con masas de entre 30 y 150 kDa se
corrieron en geles de 10% acrilamida y 0,27% bis-acrilamida, mientras que proteinas mayores de 150 kDa
se corrieron en geles de 7,5% acrilamida y 0,2% bisacrilamida. Ambos compuestos, acrilamida y bis-
acrilamida, independientemente de su concentracion en el gel, se disolvieron en una solucién tampon de
0,375 M Tris-HCI, pH 8,8 y 3,5 mM SDS a la hora de preparar el gel, afiadiendo persulfato de amonio (APS)
como agente iniciador de la polimerizacion y N, N, N, N"-tetrametilenodiamina (TEMED) como catalizador
de la formacion de radicales libres que favorecen la polimerizacion. Sobre los geles separadores, se prepard
un gel concentrador, compuesto por acrilamida al 4,8% y bis-acrilamida al 0,128% en una solucién tampén
de 0,125 mM Tris-HCI, pH 6,8, y 3,5 mM SDS, con una serie de pocillos. Asi, una vez preparados los geles,
éstos se sumergieron en tampon de carrera compuesto por 25 mM Tris-HCI, 200 mM glicinay 1,7 mM SDS
y las muestras se cargaron sobre los diferentes pocillos del gel concentrador. Ademas, junto con las
muestras, se carg6 en uno de los pocillos 5 pl del marcador de peso molecular Precision Plus Protein
Standards Dual Color (Bio-Rad). Las muestras se sometieron entonces a una corriente eléctrica de entre
90 y 110 voltios y se dejaron correr hasta que el frente se saliera del gel.

3.7. TINCION DE PROTEINAS EN GEL CON AZUL DE COOMASSIE

Para ciertos experimentos y, especialmente, tras la purificacién de proteinas a partir de bacterias E.
coli (apartado 3.1.), fue necesario visualizar y asegurar la presencia de la proteina de interés en geles de
poliacrilamida sometidas al proceso de electroforesis. Para ello, se preparo el reactivo azul de Coomassie,
capaz de unirse a las proteinas, con 0,5% Coomassie brilliant blue R250 (Merck), 50% metanol (Sigma-
Aldrich) y 10% &cido acético glacial (Merck) y se afiadié directamente a los geles de poliacrilamida,
dejandose incubar en agitacion suave durante 10-15 minutos. Posteriormente, el gel se lavd con una
solucion que contiene 50% metanol y 10% acido acético glacial, con el fin de eliminar los restos de azul de
Coomassie. De esta manera se hacian visibles asi las bandas de proteinas y se podia determinar la
presencia o ausencia de la proteina de interés. Finalmente, con el propésito de tener una imagen digital del
gel, éste se escaned en el equipo LI-COR Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

3.8. TRANSFERENCIA HUMEDA Y WESTERN BLOT DE PROTEINAS

Una vez que las proteinas fueron corridas y separadas mediante electroforesis y para aquellos
experimentos en los que dichas proteinas debian ser analizadas por western blot, se procedi6 a transferir
las proteinas de los geles de poliacrilamida a membranas PVDF Immobilon-FL (Millipore). Para ello, se
siguid el protocolo descrito por Gordon y sus colegas (Towbin et al., 1979). En primer lugar, las membranas
se activaron durante 2 minutos mediante su inmersion en metanol (Sigma-Aldrich) y, posteriormente, se
equilibraron durante 2 minutos en agua MiliQ. Una vez activadas, el gel de poliacrilamida se puso en
contacto directo con la membrana en el interior de un casete en el que gel y membrana se encontraban
flanqueados por fragmentos de papel absorbente (Whatman Blotting Papers, Sigma-Aldrich) y esponjas,
favoreciendo de esta manera el proceso de transferencia. Los casetes se incorporaron asi en una cubeta
en las que quedaban sumergidos en tampon de transferencia (25 mM Tris-HCI, 19,2 mM glicina 'y 10-20%
metanol, en funcién del peso molecular de las proteinas a analizar -menor tamafio de la proteina, mayor
concentracion de metanol-, todo ello disuelto en agua miliQ) y se sometieron a una corriente eléctrica de 90
voltios durante 1-2 horas a una temperatura de 4°C, o alternativamente, a 40 voltios durante toda la noche.
De esta manera, las proteinas quedaban transferidas e incorporadas en la membrana, manteniendo la
distribucion que habian adquirido durante la electroforesis.

Una vez realizada la transferencia himeda, se procedi6 a realizar el andlisis por western blot. Para
ello, las membranas se bloquearon en leche desnatada en polvo al 5% disuelta en tampén TBS-T (25 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM NacCl, 2,5 mM KCl y 0,1% Tween-20 (Sigma-Aldrich), todo ello disuelto en agua
miliQ), o alternativamente, en BSA al 5%, también disuelta en TBS-T. El bloqueo de las membranas se
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realizé durante, al menos, 45 minutos, tras los cuales éstas fueron lavadas 3 veces en TBS-T cada 10
minutos. A continuacién, las membranas fueron incubadas durante 8-12 horas a 4°C o durante 2-4 horas a
temperatura ambiente con el/los anticuerpo/s primario/s capaces de detectar la proteina o la modificacion
proteica de interés. Para ello, los anticuerpos eran disueltos en TBS-T o, alternativamente, en leche al 5%
0 BSA al 5% en TBS-T, segun las recomendaciones de la casa comercial. Los anticuerpos utilizados en
este trabajo y la dilucion a la que se emplearon aparecen especificados en la tabla 10. Tras la incubacion
con el anticuerpo primario, las membranas se volvieron a lavar de nuevo 3 veces en TBS-T para
posteriormente ser incubadas durante 1 hora en oscuridad con el/llos anticuerpo/s secundario/s. Estos
anticuerpos estaban conjugados con un fluorocromo capaz de emitir fluorescencia cuando se excitan a una
longitud de onda determinada. Los anticuerpos secundarios utilizados y la dilucién a la que se emplearon
aparecen especificados en la tabla 11. Transcurrida la hora de incubacion con el/los anticuerpo
secundario/s, la membrana se lavdé nuevamente 3 veces con TBS-T cada 10 minutos y se procedié al
revelado. Para ello, se utilizé el equipo LI-COR Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences),
que era el responsable de excitar el fluorocromo asociado a los anticuerpos secundarios y detectar la
fluorescencia emitida por éste, generando una sefial directamente asociada a la proteina o modificacion
proteica reconocida por los anticuerpos primarios. Finalmente, para aquellos experimentos en los que fue
necesario, se determind la intensidad de las bandas obtenidas mediante la utilizacion del software ImageJ
(NIH).

3.9. TINCION DE PROTEINAS EN MEMBRANA CON ROJO PONCEAU

De forma alternativa a la deteccion de proteinas mediante western blot, para ciertos experimentos en
los que Unicamente interesaba conocer la cantidad total de una proteina que habia sido transferida a la
membrana PVDF Immobilon-FL (Millipore), se llevé a cabo un proceso de tincion con reactivo rojo Ponceau,
un colorante azoico que tifie reversiblemente las proteinas y no afecta a la aplicacion de métodos
posteriores, como el propio western blot. Para ello, las membranas fueron incubadas durante 10-15 minutos
con una soluciéon compuesta por 0,2% Ponceau S (acido 3-Hidroxi-4-[2-sulfo-4-(4-sulfo-fenilazo) fenilazo]-
2,7-naftalenodisulfénico), 3% é&cido sulfosacilico, 3% acido trifluoroacético y 1% acido acético. Tras este
periodo de incubacion, las membranas se lavaron con agua miliQ para eliminar los restos de la solucion,
haciéndose visibles de esta manera las bandas de proteinas.

4. ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA MEDIANTE
MICROSCOPIA CONFOCAL

A lo largo de esta tesis doctoral se desarrollaron diferentes experimentos de inmunofluorescencia
orientados a analizar, a nivel de célula individual, tanto la localizacién subcelular de determinadas proteinas
de interés como las modificaciones covalentes asociadas a ellas. Para ello, en primer lugar, se llevé a cabo
el cultivo de las lineas celulares tal y como se ha descrito en el apartado 1 de los materiales y métodos,
pero con la particularidad de que, sobre las placas de cultivo, se depositaron entre 4 y 6 cubreobjetos de
vidrio (Thermo Scientific) con la intencién de que las células crecieran sobre ellos y posteriormente se
pudieran analizar en el microscopio confocal. Una vez hechos los tratamientos correspondientes al
experimento, se aspird el medio de las placas y los cubreobjetos se depositaron individualmente sobre
placas de cultivo de 24 pocillos (Falcon). Seguidamente se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente con paraforimaldehido al 3% en PBS 1X. Esto permitia fijar las células a los propios cubreobjetos.
Transcurridos los 30 minutos de fijacién, los cubreobjetos se lavaron con 200 mM glicina disuelta en agua
miliQ durante 15 minutos. Este lavado permitia reducir la toxicidad causada por los grupos aldehidos libres
durante la fijacion. Tras esto, las células ya fijadas se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2% en PBS 1X
durante 30 minutos. Por ultimo, se bloqued el proceso de permeabilizacion mediante la incubacion de los
cubreobjetos en una solucion de BSA al 1% en PBS 1X con azida sddica (agente bacteriostatico) a una
dilucién 1:10.000 durante al menos 2 horas.

Concluido el proceso de fijacién y permeabilizacion de las células, se procedio a realizar el marcaje
de las proteinas y/o de las modificaciones covalentes de interés. Para ello, se utilizaron anticuerpos
primarios especificos para estas proteinas/modificaciones, los cuales se incubaron sobre los cubreobjetos
de forma secuencial y con 3 lavados de 10 minutos en PBS 1X entre ambas incubaciones. Esta incubacion
se realizaba diluyendo previamente el anticuerpo en una solucién de BSA al 1% en PBS 1X con azida
sédica (1:10.000) bien durante 12 horas a 4°C o bien durante 6 horas a temperatura ambiente. El conjunto
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de anticuerpos primarios utilizados y las diluciones empleadas para cada uno de ellos para esta técnica
aparecen especificados en la tabla 10, de acuerdo con las recomendaciones de la casa comercial. Tras la
incubacién del segundo anticuerpo primario, se realizaron otros 3 lavados de 10 minutos con PBS 1X,
eliminando asi los restos de anticuerpo libre, para posteriormente incubar los cubreobjetos durante 1 hora
a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios (tabla 11) marcados con los fluorocromos cianina
Cy2 (verde), Cy3 (rojo) o Cy5 (rojo lejano), segun las condiciones del experimento, en una dilucién 1:10.000
en BSA al 1% en PBS 1X. Cabe destacar que, dado que los fluorocromos asociados a estos anticuerpos
secundarios son fotosensibles, el proceso de incubacion de los mismos, asi como las etapas restantes del
proceso se llevaron a cabo en oscuridad. Transcurrida la hora de incubacién de los anticuerpos secundarios,
los cubreobjetos se lavaron nuevamente con PBS 1X en 3 etapas de 10 minutos de duracién y, a
continuacion, se incubaron durante 15 minutos, a temperatura ambiente, con 4°, 6 -diamidino-2-fenilindol
(DAPI) diluido en PBS a una concentracion de 1ug/mL. Esto permitia tefiir los nicleos celulares y facilitar
la localizacion de las proteinas a estudiar. Por Ultimo, los cubreobjetos se lavaron 3 veces méas con PBS 1X
y se montaron sobre los portaobjetos (Thermo Scientific) con MOWIOL 4-88 (Calbiochem). Llegados a este
punto, se procedid a analizar las muestras a través del microscopio confocal Leica TCS SP5 DMI-6000B,
utilizando como fuentes de excitacion un laser de argdn (longitud de onda de excitacion a 488 nm) para la
deteccién de fluorescencia verde (emision a 510 nm) asociada al secundario con Cy2, laser HeNe Green
(excitacién a 561 nm) para la deteccién de fluorescencia roja (emisién a 570 nm) asociada al secundario
con Cy3, laser HeNe Red (longitud de onda de excitacién de 633 nm) para la deteccion del rojo lejano
asociado al Cy5 (emision a 670 nm) y laser diodo 405 (excitacion a 405 nm) para la deteccion de la
fluorescencia asociada al DAPI (emisién a 456 nm). Cabe destacar que, dentro de un mismo experimento,
la intensidad y ganancia de dichos laseres, asi como la compensacion de los fotomultiplicadores se
mantuvieron constantes para las diferentes muestras, de forma que se pudiesen comparar las fotos
correspondientes a las diferentes condiciones de forma fidedigna. Una vez encontrados mediante
observacion directa a través del microscopio, con una lente de 63 aumentos, campos Opticos con el
suficiente numero de células, se capturaron digitalmente imagenes con un zoom de 1.5 aumentos sobre el
campo detectado, una resolucion de 1024 x 1024 y una velocidad de escaneo de 600 Hz. Las imagenes
tomadas fueron entonces analizadas a través del programa ImageJ (NIH), con el cual se analizé y cuantificd,
en el caso que fuera necesario, la intensidad de fluorescencia nuclear asociada a los diferentes anticuerpos
primarios.

5. ENSAYOS DE INTERACCION DE PROTEINAS

A lo largo de este trabajo, se realizaron diferentes experimentos cuyo objetivo era determinar si dos
proteinas de interés interaccionaban entre si. El estudio de estas interacciones se realiz6 siguiendo dos
perspectivas: ensayos interaccion in vitro de las proteinas, que permite determinar si las proteinas tienen la
capacidad, en base Unicamente a su estructura, de interaccionar entre si cuando ambas se incuban
conjuntamente; y ensayos de interaccion in vivo, que permite concluir si dicha interaccion es posible y tiene
lugar en el contexto celular bajo determinadas condiciones.

5.1. ENSAYO IN VITRO DE INTERACCION DE PROTEINAS

Para la realizacion de estos ensayos de interaccion, en primer lugar, se purificaron las proteinas de
interés a estudiar de acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 3.1. Una vez purificadas y
determinada su concentracion, ambas proteinas se incorporaron en un tubo de 1,5 mL a las cantidades que
se especifica en cada uno de los experimentos sobre tampén de interaccion (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 5 mM
MgClz, 0,5 mM DTT y 150 mM KCI disueltos en PBS 1X) en un volumen final de 25 pL. De forma paralela,
como control negativo, se afiadié en otro tubo de 1,5 mL una mezcla de proteina GST libre, también
purificada, con la proteina sustrato con el objetivo de descartar que la interaccion, en caso de producirse,
tenga lugar a través de la region GST de la proteina de fusion. La mezcla se incubé a 37°C durante 1 hora
en agitacion. Tras la incubacién, se afiadi6 80 pL de resina Glutathione Sepharose 4B beads (GE
Healthcare) previamente equilibrada con tampén de lisis (1% Triton X-100, 0,2 pg/mL lisozima, 1 mM
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 5 mM DTT, 10 pg/mL aprotinina y 10 pg/mL leupeptina, todo ello disuelto
en PBS 1X) y la muestra se incub6 durante otras 8 horas a 4°C en agitacion, lo cual previene uniones
inespecificas de proteinas a la resina. Durante este tiempo, la proteina de fusién con GST purificada, se
une a la resina a través del glutation, de forma que, si la proteina sustrato interacciona con la primera,
también quedaria unida de forma indirecta a la resina. Transcurridas estas 8 horas, se realiz6 un proceso
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de pull-down basado en la precipitacién del complejo sefarosa - glutation - GST - proteina de fusién -
proteina de interaccién (en caso de que interaccione) mediante una centrifugacién a 2.800 rpm durante 5
minutos a 4°C. Posteriormente, el precipitado fue lavado 3 veces con tampén de lisis para, finalmente,
cargar 10 pL del mismo en geles de poliacrilamida y analizar la presencia de ambas proteinas por western
blot.

5.2. ENSAYO IN VIVO DE INTERACCION DE PROTEINAS

Los ensayos de interaccion in vivo suponian crecer las células en placas de cultivo y someterlas a los
tratamientos especificados en cada experimento. Tras ello, las células se lisaron en tampén de lisis,
obteniendo y cuantificando extractos proteicos, a partir de los cuales se prepararon muestran de 1.000-
2.000 pg en un volumen total de 1 mL. Sobre estas muestras se realiz6 una inmunoprecipitacién de una de
las proteinas de interés a analizar mediante la utilizacion de un anticuerpo especifico para dicha proteina o
para algun epitopo de la misma, tal y como se ha descrito en el apartado 3.5. de este trabajo. De esta forma,
si la proteina inmunoprecipitada interacciona con la otra proteina de interés, ésta también sera
coinmunoprecipitada en el proceso. Finalmente, el inmunoprecipitado fue cargado en un gel de
poliacrilamida y analizado por western blot, utilizando anticuerpos que reconocen especificamente cada una
de las proteinas.

6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUINASA

Los estudios de actividad quinasa realizados en este trabajo de tesis doctoral estan orientados a
determinar si una determinada proteina quinasa (en este caso VRK1 o mutantes de VRK1) es capaz de
fosforilar un determinado sustrato, como por ejemplo Tip60. En base a esto, se desarrollaron 2 tipos de
ensayos de actividad quinasa en funcién de las condiciones bajo las cuales tenia lugar, en caso de
producirse, el proceso de fosforilacion.

6.1. ENSAYOS IN VITRO DE LA ACTIVIDAD QUINASA

Este tipo de estudios de la actividad quinasa tienen como objetivo determinar si la proteina quinasa
de interés es capaz de fosforilar por si misma al sustrato cuando ambas proteinas se incuban conjuntamente
en un ambiente que favorece el proceso de fosforilacion. Para ello, se llevaron a cabo 2 tipos de ensayos
complementarios. El primer ensayo se basa en el uso de ATP frio saturado como Unico agente donador del
grupo fosfato en el proceso de fosforilacion. Asi, tras la purificacion de las proteinas recombinantes (en
nuestro caso GST-VRK1 wild type o variantes de la misma, como quinasa y His-Tip60, como sustrato) a
partir de cultivos bacterianos, tal y como se ha descrito anteriormente, 10 pug de la quinasa se incubaron
junto con 6ug del sustrato, manteniendo un ratio equimolar, en un tampén especifico para casein quinasas
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 5 mM MgClz, 0,5 mM DTT y 150 mM KCI) suplementado con ATP frio a una
concentracion de 2 mM. La mezcla se incubé en agitacion durante 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo de
incubacién, la muestra fue procesada con tampén de carga y cargada en un gel de SDS-poliacrilamida para
posibilitar la separacién de ambas proteinas. Tras un posterior proceso de transferencia de las proteinas a
membranas PVDF, la posible fosforilacion del sustrato fue analizada mediante western blot utilizando un
anticuerpo especifico (tabla 10) dirigido contra este tipo de modificacion post-traduccional. De igual manera,
tras los andlisis de la fosforilacidn, la cantidad total de quinasay proteina sustrato presentes en la membrana
fue analizada también mediante anticuerpos especificos o, alternativamente, mediante tincion con rojo
Ponceau.

El segundo tipo de estudio in vitro de la actividad quinasa es un ensayo radiactivo basado en la
incorporacion de 2P radiactivo en el sustrato durante el proceso de fosforilacion. Este tipo de ensayo se
llevé a cabo cuando no se pudieron utilizar anticuerpos especificos para detectar la fosforilacion del sustrato
y/o la eficacia del anticuerpo para la deteccién de esta modificacion no fue 6ptima. En este caso, las
proteinas recombinantes utilizadas en el estudio, purificadas de igual manera que en el caso anterior,
también se incubaron conjuntamente en un tampoén especifico de casein quinasas (20 mM Tris-HCI, pH 7,5,
5 mM MgClz, 0,5 mM DTT y 150 mM KCI), pero en este caso suplementado con ATP frio a una
concentracion de 5 uM y 5 uCi (0,1 uM) de [y-32P] ATP radiactivo, todo ello en un volumen final de 30-40
uL. La mezcla se incubd durante 1 hora en agitacion a 37°C y, posteriormente, fue procesada con tampon
de carga, corrida mediante electroforesis SDS-PAGE vy transferida a membranas PVDF. Con el fin de
detectar la radiactividad asociada a las proteinas fosforiladas, la membrana se expuso a una pelicula de
rayos X (Fujifilm) durante varios minutos u horas en oscuridad y, posteriormente, la pelicula fue revelada.
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Por Gltimo, una vez analizadas las bandas de fosforilacion, se determiné las cantidades totales de proteinas
mediante tincién de la membrana con rojo Ponceau.

6.2. ENSAYOS IN VIVO DE LA ACTIVIDAD QUINASA

Los ensayos de fosforilacién in vivo permitian determinar si la fosforilacion previamente identificada
mediante un ensayo in vitro también ocurre en el contexto celular bajo determinadas condiciones de interés.
Para ello, las células en cultivo se expusieron a dichas condiciones y posteriormente se lisaron en tampoén
de lisis suave. Tras esto, aplicando a la proteina de interés los procedimientos de inmunoprecipitacion,
electroforesis, transferencia himeda y western blot de proteinas descritos anteriormente, y utilizando
anticuerpos dirigidos frente a residuos fosforilados, se determind el grado de fosforilacion in vivo del
sustrato. Por dltimo, también se determind mediante western blot, a modo de control de carga, los niveles
totales de dicha proteina mediante la utilizacién de un anticuerpo dirigido contra la misma (tabla 10).

7. ENSAYOS IN VITRO DE ACTIVIDAD ACETILTRANSFERASA

De igual manera que el analisis de fosforilacion in vitro llevado a cabo por VRK1, en este trabajo
también ha sido necesario estudiar si determinadas variantes de la acetiltransferasa Tip60 son capaces de
ejercer su funcion catalitica in vitro. Dado que dichas variantes de Tip60 se encontraban en pladsmidos de
expresion eucariota, el proceso de purificacion de la enzima diferia del llevado a cabo en los ensayos de
fosforilacion. En este caso, células eucariotas eran transfectadas con los plasmidos que expresaban las
variantes de interés. Tras esto, estas células fueron sometidas a determinadas condiciones bajo las cuales
se pretende analizar la posterior actividad acetiltransferasa in vitro y se lisaron siguiendo el protocolo
descrito anteriormente. Llegados a este punto, las variantes de la acetiltransferasa expresadas a través de
los plasmidos correspondientes se inmunoprecipitaron. A partir del inmunoprecipitado, se llevé a cabo un
proceso de elucion que permitia liberar la proteina de interés de la resina a la que se encontraba unida.
Este proceso de elucion consistio en incubar la muestra durante 1 minuto con 30 pL de un buffer de elucién
conformado por 0.1 M de glicina-HCI, pH 2.5. Este buffer disocia de forma eficaz la interaccion proteina-
anticuerpo (unido a la resina) sin afectar permanentemente a la estructura de la primera. Transcurrido el
tiempo de incubacion, la mezcla se centrifugd y el sobrenadante, portador de la proteina de interés, se
recogio. Inmediatamente después, el pH de la solucién fue reestablecido a un valor de 8.5 mediante la
adicion de Tris-HCI, 1 M, a una concentracion de 1/10 (3 pL). Finalmente, la concentraciéon de proteina
purificada fue cuantificada de acuerdo con el apartado 3.5. de materiales y métodos.

Con la acetiltransferasa ya purificada, se procedi6 a la realizacion del ensayo de actividad
acetiltransferasa. Para ello, se utiliz6 el kit comercial HAT Activity Colorimetric Assay (Sigma-Aldrich) y se
siguio el protocolo proporcionado por el fabricante. Brevemente, se diluyeron 20 pg de acetiltransferasa en
40 uL de agua que, posteriormente, se mezclaron con 50 uL de buffer de actividad acetiltransferasa 2X, 5
pL de sustrato 1, 5 pL de sustrato 2 y 8 pL de enzima generadora de NADH (todo ello proporcionado en el
kit). El volumen total resultante se incub6 en un un pocillo de una placa p96 y se incubd durante 1-4 horas
a 37°C. De esta manera, cuanto mayor fuera la actividad acetiltransferasa de la proteina, mayor seria la
coloracién amarillenta que se genera en la muestra para el tiempo de incubacion. Finalmente, se medio la
absorbancia de la muestra a una longitud de 440 nm, utilizando para ello el lector de placas Infinite 200
PRO (TECAN Life Sciences). El nivel de absorbancia obtenido, equivalente al grado de actividad
acetiltransferasa, fue finalmente representado y analizado estadisticamente.

8. ENSAYOS DE ESTABILIDAD PROTEICA

La vida media de determinadas proteinas asociada al contexto de dafio génico ha sido uno de los
principales aspectos analizados en esta tesis doctoral. Para ello, se realizaron ensayos de estabilidad
proteica basados en bloquear la sintesis proteica de novo en la célula. Asi, tal y como se ha descrito en el
apartado 1.4.4. de los materiales y métodos, el bloqueo de la sintesis de novo de proteinas se realizo
tratando las células en cultivo con cicloheximida a una concentracién de 50 pg/mL a lo largo de diferentes
tiempos. De esta forma, cuanto mayor fuera el tiempo de tratamiento con cicloheximida, mayor seria
también el tiempo en el que los niveles proteicos no podian ser reestablecidos en la célula, quedando
nuestra proteina de interés expuesta a un proceso de degradacion progresivo con el que se podia
determinar la vida media. Teniendo en cuenta esto, era fundamental que los tratamientos con cicloheximida
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se realizaran de tal manera que todos ellos finalizaran a la vez, ya que sélo de esta manera asegurdbamos
que la densidad celular para cada punto fuera exactamente la misma y, por tanto, la cantidad de proteina
analizada posteriormente no se viera afectada por esta variable. Asi, una vez realizados los tratamientos,
las células eran lisadas con tampén de lisis suave, obteniendo extractos proteicos a partir de los cuales se
analizaba los niveles de la proteina de interés mediante western blot a lo largo de los diferentes tiempos de
tratamiento con cicloheximida.

9. ESTUDIOS IN SILICO DE PREDICCION DE SITIOS DE
FOSFORILACION

El descubrimiento de un proceso de fosforilacién de proteinas en el contexto de dafio génico requirié
la utilizacién de diferentes programas bioinformaticos que ayudaran a identificar el residuo (o los residuos)
de las proteinas sobre el cual dicha fosforilacion tenia lugar. Uno de los programas utilizados fue NetPhos
3.1 (Blom et al., 2004) el cual es capaz de predecir sitios de fosforilacion en residuos de serina, treonina o
tirosina de proteinas eucariotas e identificar al mismo tiempo, de entre 17 quinasas o familias de quinasas
(ATM, CKI, CKIl, CaM-Il, DNAPK, EGFR, GSK3, INSR, PKA, PKB, PKC, PKG, RSK, SRC, cdc2, cdk5 y
p38MAPK), aquella candidata a llevar a cabo dicha fosforilacion. Para ello, el programa utiliza un conjunto
de redes neuronales integradas que analizan la secuencia de aminoacidos de la proteina de interés, la cual
era previamente cargada en formato FASTA.

El otro programa de identificacion de residuos de fosforilacion utilizado en este trabajo fue
PhosphosSitePlus, version 6.5.9.3. (Hornbeck et al., 2015). En este caso, el programa actia como base de
datos, recogiendo todas las modificaciones post-traduccionales (incluyendo fosforilaciones) que han sido
observadas y descritas experimentalmente tanto in vitro como in vivo a través de diferentes técnicas tales
como espectrometria de masas, western blot con anticuerpos dirigidos especificamente frente a un residuo
modificado, etc. Teniendo en cuenta esto, PhosphoSitePlus constituye una herramienta mas especifica y
fidedigna que NetPhos 3.1, siendo de gran utilidad para una busqueda mas concreta y precisa de residuos
candidatos a ser fosforilados.

10.PROGRAMAS Y TESTS ESTADISTICOS

En el desarrollo de esta tesis doctoral, diferentes programas y test estadisticos fueron utilizados con
el proposito de aportar significacion vy fiabilidad a los resultados obtenidos. De forma general, el programa
IBM SPSS Statistics 23-26 (International Business Machines Corporation, IBM) fue el utilizado a la hora de
realizar graficas comparativas (tanto diagramas de barras como box-plots) asi como para realizar los
diferentes contrastes de hipotesis que permitieran determinar si los resultados asociados a diferentes
condiciones dentro de un experimento eran significativamente diferentes o no. Teniendo en cuenta esto,
cabe destacar que los test estadisticos utilizados fueron la T de Student para aquellas muestras
paramétricas que seguian una distribucion normal o, alternativamente, la U de Mann-Whitney para muestras
no paramétricas. A su vez, el estudio de la normalidad de dichas muestras se realiz6 utilizando el test de
Kolmogorov-Smirnov, estableciendo para ello como hipétesis nula la normalidad y como hipotesis
alternativa la no normalidad de la muestra.
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Tabla 6. Nombre y principales caracteristicas de las lineas celulares utilizadas en este trabajo.

TABLA DE LINEAS CELULARES

Nombre Organismo Procedencia Especificaciones Mceudllt?vge
HEK-293T H. sapiens Embrionarias . DMEM
e rifion
A549 H. sapiens Adenocarmr,]oma - DMEM
de pulmén
HT-144 H. sapiens Melanoma ATM -/- DMEM
pLenti-C-HA-IRES- H. sapiens Adenocarcinoma Linea transformada con DMEM,
BSD-A549 -sap de pulmén vector lentiviral 5 pg/uL BSD
pLenti-C-HA-IRES- . Linea transformada con
BSD-muVRK1- H. sapiens Ad%r;ocargggma vector lentiviral. 5 D?/IE,\QSD
A549 P Expresa muVRK1-wt HOMM
LGl Es- Linea transformada con
50 H. sapiens AR EEEETIE vector lentiviral DluIEy,
muVR}I:éH;l?QE]- de pulmén Expresa muVRK1[K179E] 5 pg/puL BSD
pLenti-C-HA-IRES- Linea transformada con
BSD- H. sapiens Adenocarcinoma vector lentiviral DMEM,
muVR}i“(SlAEgSQQ]- de pulmoén Expresa muVRK1[R89Q] 5 pg/pL BSD
pLEmE-Cr A s Linea transformada con
oy H. sapiens AR vector lentiviral PGS
muVR}I:é.Egl%C]- de pulmén Expresa muVRK1[R133C] 5 pg/pL BSD
pLenti-C-HA-IRES- Linea transformada con
BSD- H. sapiens Adenocarcinoma vector lentiviral DMEM,
muVRKéL;lQSV]- de pulmoén Expresa muVRK1[L195V] 5 pg/pL BSD
plenn STATRES Linea transformada con
el H. sapiens AREEE I vector lentiviral ISy
muVRﬁ]S.%ZSGM]— de pulmén Expresa muVRK1[V236M] 5 pg/pL BSD
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Tabla 7. Listado y uso de oligonucledétidos utilizados en esta tesis doctoral. Sobre los oligonucleoétidos utilizados para la
realizacién de mutagénesis se destaca el triplete que codifica para el residuo mutado. (*) Las mutagénesis de dobles
mutantes se realizaron sobre vectores portadores de mutantes simples previamente generados, utilizando para ello los
oligonucledtidos indicados, capaces de mutar el residuo no modificado. (Mutag. = mutagénesis; Sec. = secuenciacion;
silenc. = silenciamiento por ARN de interferencia).

TABLA DE OLIGONUCLEOTIDOS

Dian A .
Nombre Uso ana Secuencia 5 — 3
(mutacidn)
S86A Forward Tip60 CTAAGAACGGACTTCCTGGGGCCCGTCCTGGCTCTCCAGAGA
Mutag.
S86A Reverse (S86A) TCTCTGGAGAGCCAGGACGGGCCCCAGGAAGTCCGTTCTTAG
S90A Forward Tip60 CCTGGGTCCCGTCCTGGCGCTCCAGAGAGAGAGGGTGCCGGC
Mutag.
S90A Reverse (S90A) GCCGGCACCTCTCTCTCTGGAGCGCCAGGACGGGACCCAGG
S86/90A Forward Tip60* CCTGGGTCCCGTCCTGGCGCTCCAGAGAGAGAGGGTGCCGGC
Mutag.
S86/90A Reverse (S86/90A) GCCGGCACCTCTCTCTCTGGAGCGCCAGGACGGGACCCAGG
S155A Forward Tip60 ACGGAAGGTGGAGGTGGTTGCACCAGCAACTCCAGTGCCCAGC
Mutag.
S155A Reverse (S155A) GCTGGGCACTGGAGTTGCTGGTGCAACCACCTCCACCTTCCGT
T158A Forward Tip60 AGGTGGTTTCACCAGCAGCTCCAGTGCCCAGCGAGACAGCCC
Mutag.
T158A Reverse (T158A) GGGCTGTCTCGCTGGGCACTGGAGCTGCTGGTGAAACCACCT
T158D Forward Tip60 AGGTGGTTTCACCAGCAGATCCAGTGCCCAGCGAGACAGCCC
Mutag.
T158D Reverse (T158D) GGGCTGTCTCGCTGGGCACTGGATCTGCTGGTGAAACCACCT
S190A Forward Tip60 GCCAGGACGGAAGCGAAAAGCGAATTGTTTGGGCACTGATGAG
Mutag.
S190A Reverse (S190A) CTCATCAGTGCCCAAACAATTCGCTTTTCGCTTCCGTCCTGGC
S199A Forward Tip60 GGGCACTGATGAGGACGCCCAGGACAGCTCTGATGGAATACCG
Mutag.
S199A Reverse (S199A) CGGTATTCCATCAGAGCTGTCCTGGGCGTCCTCATCAGTGCCC
$199D Forward Tip60 GGGCACTGATGAGGACGACCAGGACAGCTCTGATGGAATACCG
Mutag.
S199D Reverse (S199D) CGGTATTCCATCAGAGCTGTCCTGGTCGTCCTCATCAGTGCCC
T158A/S199A Fwrd. I GGGCACTGATGAGGACGCCCAGGACAGCTCTGATGGAATACCG
Muiag.  rioderao
T158A/S199A RVrs. ( ) CGGTATTCCATCAGAGCTGTCCTGGGCGTCCTCATCAGTGCCC
T158D/S199D Fwrd. Ti060* GGGCACTGATGAGGACGACCAGGACAGCTCTGATGGAATACCG
MUag.  riodero0n
T158D/S199D Rvrs. ( ) CGGTATTCCATCAGAGCTGTCCTGGTCGTCCTCATCAGTGCCC
T158A/S199D Fwrd. . GGGCACTGATGAGGACGACCAGGACAGCTCTGATGGAATACCG
Muiag.  (1ysabaioeD
T158A/S199D Rvrs. ( ) CGGTATTCCATCAGAGCTGTCCTGGTCGTCCTCATCAGTGCCC
T158D/S199A Fwrd. Ti060* GGGCACTGATGAGGACGCCCAGGACAGCTCTGATGGAATACCG
Mutag ip60
" (T158D/S199A)
T158D/S199A Rvrs. CGGTATTCCATCAGAGCTGTCCTGGGCGTCCTCATCAGTGCCC
T7 Forward S TAATACGACTCACTATAGGG
Sec. P
T7 Reverse (WT 'y mutantes) GCTAGTTATTGCTCAGCGGT
siCtrl (ON-TARGET Control negativo
plus siControl Non- Silenc. silenciamiento UGGUUUACAUGUCGACUAA
targeting ARNi) VRK1 y KAT5
siVRK1-02 Silenc.  VRK1 humanao CAAGGAACCUGGUGUUGAA
siVRK1-03 Silenc.  VRK1 humano GGAAUGGAAAGUAGGAUUA
SiTip60 Silenc. KAT5 humano No proporcionado por la casa comercial (Horizon Discovery)

Referencia: J-006301-08-00200
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Tabla 8. Listado de los plasmidos de ADN recombinante utilizados en este trabajo y sus aplicaciones.

TABLA DE PLASMIDOS DE ADN RECOMBINANTE

Construccion Vector Aplicacion
GST-VRK1 PGEXAT1-GST Expresion y purl_f’lcacmn de Ig proteina
de fusién en E. coli
GST-VRK1[K179E] PGEXAT1-GST Expresion y purlﬂcamon de I_a proteina
de fusion en E. coli
GsT PGEX4T1-GST Expresion y purl_f’lcamon de Ifa proteina
de fusién en E. coli
Tip60-His6x PET28a-LIC Expresion y purl_f’lcauon de Ig proteina
de fusion en E. coli
Tip60-His6x[S86A] PET28a-LIC Expresion y pur!f!caC|on de Ig proteina
de fusion en E. coli
Tip60-His6x[S90A] PET28a-LIC Expresion y pur!f!caC|on de I._al proteina
de fusion en E. coli
Lo Expresion y purificacion de la proteina
Tip60-His6x[S86/90A] pET28a-LIC de fusion en E. coli
Tip60-His6X[S155A] PET28a-LIC Expresion y purlﬁlcauon de Ig proteina
de fusion en E. coli
Tip60-His6X[T158A] PET28a-LIC Expresion y pur!f!ca0|on de Ig proteina
de fusion en E. coli
AT Expresion y purificacion de la proteina
Tip60-His6x[T158D] pET28a-LIC de fusion en E. coli
Tip60-His6X[S190A] PET28a-LIC Expresion y purl_f,lcauon de It_a\ proteina
de fusion en E. coli
Tip60-His6X[S199A] PET28a-LIC Expresion y pur!f!ca0|on de Ig proteina
de fusion en E. coli
Tip60-His6x[S199D] PET28a-LIC Expresion y pur!f!ca0|on de Ig proteina
de fusion en E. coli
A AT Expresion y purificacion de la proteina
Tip60-His6x[T158A/S199A] pET28a-LIC At freiten e 5. @alf
Tip60-His6x[T158A/S199D] pPET28a-LIC Expresion y purificacion de la proteina
de fusion en E. coli
Tip60-His6x[T158D/S199A] pPET28a-LIC Efarzalion v pUlilEEecn ol (& prael s,
de fusion en E. coli
P Expresion y purificacion de la proteina
Tip60-His6x[T158D/S199D] pET28a-LIC de fusién en E. coli
Y ) Expresion y purificacion de la proteina
GST-VRK1[R89Q] PGEX4T1-GST de fusion en E. coli
GST-VRK1[R133C] PGEX4T1-GST Expresion y purificacion de la proteina

de fusién en E. coli

73



Materiales y métodos

TABLA DE PLASMIDOS DE ADN RECOMBINANTE

Construccion

GST-VRK1[L195V]

GST-VRK1[V236M]

Tip60-V5

Tip60-V5[S86A]

Tip60-V5[S90A]

Tip60-V5[S86/90A]

Tip60-V5[S155A]

Tip60-V5[T158A]

Tip60-V5[T158D]

Tip60-V5[S190A]

Tip60-V5[S199A]

Tip60-V5[S199D]

Tip60-V5[T158A/S199A]

Tip60-V5[T158A/S199D]

Tip60-V5[T158D/S199A]

Tip60-V5[T158D/S199D]

HA-VRK1

HA-VRK1[K179E]

VRK1-Myc

Vector

pGEX4T1-GST

pGEX4T1-GST

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNA3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNA3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNA3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNA3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNA3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNA3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCDNAS3.1/V5-His
TOPO TA

pCELF-HA

pCELF-HA

pCDNA 3.1
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Aplicacion

Expresién y purificacion de la proteina

de fusién en E. coli

Expresion y purificacion de la proteina

de fusién en E. coli

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas
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TABLA DE PLASMIDOS DE ADN RECOMBINANTE

Construccion

VRK1-Myc[1-332]

VRK1-Myc[1-267]

GST-VRK1

GST-VRK1[267-396]

RNF8-HA

Mdm2-HA

Ubiquitina-His

Ubiquitina-His[K48R]

Ubiquitina-His [K63R]

Ubiquitina-His[K48]

Ubiquitina-His[K63]

Vector

PCDNA 3.1

PCDNA 3.1

pCELF-GST

pCELF-GST

pCDNA3.1

pCELF-HA

PCDNAS3 His6x

PCDNAS3 His6x

PCDNA3 His6x

pCMV5-His6x

pCMV5-His6x
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Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas

Expresion en células eucariotas
transfectadas
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Tabla 9. Informacion de los diferentes inhibidores utilizados a lo largo de este trabajo.

TABLA DE INHIBIDORES

Concentracion /

Inhibidor Diana 5 Referencia  Casa comercial
Tiempo de uso
MG-149 Tip60 (KAT5) 2 uM/ 12 horas 1785 Axon MedChem
C646 p300-CBP 10 uM / 12 horas S7152 SelleckChem
KU55933 ATM 10 pM / 3 horas 3544/10 Tocris Bioscience
Cafeina PIKK Quinasas 10 mM / 3 horas 58-08-2 Sigma-Aldrich
JNK-IN-8 JNK-1, INK-2 y JNK-3 3 UM/ 6 horas S4901 Selleckchem
Ribosoma 60S
Cicloheximida (actividad peptidil- 50 pg/mL / Variable C7698 Sigma-Aldrich
transferasa)
MG-132 Proteasoma 25 uM / 12 horas 474790 Calbiochem

Tabla 10. Lista de anticuerpos primarios empleados con su correspondiente diluciéon para western
blot e inmunufluorescencia.

Anticuerpo

Anti-VRK1

Anti-VRK1

Anti-VRK1

Anti-VRK1 (N-
term)

Anti-Tip60

Anti-V5

Anti-V5

Anti-FosfoSerina

TABLA DE ANTICUERPOS PRIMARIOS

Tipo

Monoclonal de
raton

Monoclonal de
ratén

Policlonal de
conejo

Policlonal de
conejo

Policlonal de
conejo

Monoclonal de
ratén

Policlonal de
conejo

Monoclonal de
ratén

Dilucién de uso
(WB/IF)

1:1000
1:200

1:1000
1:200

1:1000

1:1000
1:200

1:500
1:200

1:1000
1:300

1:1000

1:500
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Clon/
Referencia

1F6
1B5

VvC

HPA000660

ab151432

V5-10
V8012

V8137

YV
05-1000

Casa comercial

Produccion propia

Produccion propia

Produccion propia

Sigma-Aldrich

Abcam

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Merck Millipore



Anticuerpo

Anti-B-actina

Anti-Acetil H4K16

Anti-H3

Anti-53BP1

Anti-PARP

Anti-HA Tag

Anti-His Tag

Anti-GST

Anti-pT68 Chk2

Anti-Chk2

Anti-pT18 p53

Anti-AcetilK120
p53

Anti-p53

Anti-p53

Anti-p53

Anti-Ubiquitina

Anti-pS1981 ATM

Anti-ATM

Anti-Acetil Lisina

TABLA DE ANTICUERPOS PRIMARIOS

Tipo

Monoclonal de
ratén

Monoclonal de
conejo

Policlonal de
conejo

Policlonal de
conejo

Monoclonal de
ratén

Policlonal de
conejo

Monoclonal de
ratén

Monoclonal de
ratén

Policlonal de
conejo

Monoclonal de
raton

Policlonal de
conejo

Policlonal de
conejo

Monoclonal de
raton

Monoclonal de
ratén

Policlonal de
conejo

Policlonal de
conejo

Monoclonal de
ratén

Policlonal de
conejo

Policlonal de
conejo

Dilucién de uso

(WB/IF)

1:1000

1:1000
1:300

1:1000
1:2-00
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

1:500

1:1000

1:1000

1:1000
1:1000
1:300
1:200

1:500

1:500

7

Clon/
Referencia

AC15
A5441

EPR1004
ab109463

9715

NB100-304

C2-10
556362

H6908

H-3
sc-8036

B-14
sc-138

2661S

1C12
3440S

2529

HW186

Pab-1801
sc98

DO-1
scl26

sc6243
ab19247
10H11.E12
Q2669086

819-844

94418

Materiales y métodos

Casa comercial

Sigma-Aldrich

Abcam

Cell Signaling

Novus Biologicals

BD Pharmigen

Sigma-Aldrich

Santa Cruz
Biotech.

Santa Cruz
Biotech.

Cell Signaling

Cell Signaling

Cell Signaling

Signaling Antibody

Santa Cruz
Biotech.

Santa Cruz
Biotech.

Santa Cruz
Biotech.

Abcam

Merck Millipore

Calbiochem

Cell Signaling



Materiales y métodos

TABLA DE ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo Tipo D”u‘(:\i,sg/ﬂ% uso Ref(élrgﬂcia Casa comercial

miancys  Polonde 1000 irs | Saace

Anti-c-Jun Mongé::](;r;gl de 1:1_000 gg@g Cell Signaling
Anti-pS63 c-Jun Pol(i:c(!(r)]r;ijl de 1:1_000 - Thgz;;c:}lt:iif?:er

Tabla 11. Lista de anticuerpos secundarios empleados en este trabajo para western blot (WB) e inmuno-
fluorescencia (IF).

TABLA DE ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anticuerpo Uso %Lusgoon Referencia Casa comercial
Cabra Anti-Conejo 1gG, . ThermoFisher
DyLight 800 we 1:10000 35571 Scientific
Cabra Anti-Ratén IgG, . ThermoFisher
DyLight 680 R LY = Scientific
Cy2-Cabra Anti-Conejo . Jackson
(Emision en verde) IF 1:1000 111-225-144 ImmunoResearch
Cy2-Cabra Anti-Raton . Jackson
(Emision en verde) 15 LY MO AT LD ImmunoResearch
Cy3-Cabra Anti-Conejo . Jackson
(Emision en rojo) IF 1:1000 111-165-144 ImmunoResearch
Cy3-Cabra Anti-Raton . Jackson
(Emisién en rojo) 17 e il ImmunoResearch
Cy5-Cabra Anti-Conejo Jackson
Emisién en rojo IF 1:1000 111-175-144
) [ R h
lejano) mmunoResearc
Cy5-Cabra Anti-Ratén Jackson
(Emisién en rojo IF 1:1000 115-175-146
ImmunoResearch

lejano)
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Resultados

1. EFECTO DE VRK1 SOBRE LA ACETILACION DE LA LISINA
16 DE LA HISTONA H4 EN RESPUESTA A DANO GENICO

1.1. EL INHIBIDOR DE TIP60/KAT5 MG149 DISMINUYE LOS NIVELES DE H4K16ac EN RESPUESTA
A DANO GENICO

La acetilacién de la histona H4 en su residuo lisina 16 (H4K16ac) constituye uno de los marcadores
mas tempranos de la respuesta al dafio génico, siendo fundamental para posibilitar la descompactacion
local de la cromatina y la posterior cascada de sefializacion que permita reparar la lesién. Sin embargo,
esta modificacion epigenética esta asociada también a otros procesos celulares tales como la replicacién o
la transcripcién, de forma que la acetiltransferasa encargada de catalizar la modificacion de este residuo
puede variar en funcién del proceso. Con el fin de identificar la enzima implicada en la acetilacion de la
H4K16 durante la respuesta al dafio génico, utilizamos dos inhibidores de diferentes acetiltransfersas: por
un lado MG149, descrito como un inhibidor de Tip60 (KATS5), y por otro C646, inhibidor de p300-CBP. Asi,
cultivos celulares de A549, previamente privados de suero durante 48 horas con el fin de eliminar
interferencias con las sefiales mitogénicas, fueron tratados respectivamente con dosis eficaces de estos
inhibidores durante 12 horas. Ademas, transcurridas 10 horas de tratamiento, las células también fueron
tratadas con doxorrubicina durante las 2 horas restantes con el fin de inducir dafio génico y poder estudiar
el efecto de dichos inhibidores sobre la acetilacion de la H4K16. Como resultado, observamos por
inmunofluorescencia (figura 14, A y B) que la inhibicion de Tip60 mediada por MG149 imposibilitaba dicha
acetilacion, mientras que el inhibidor de p300-CBP C646 no interferia sobre los elevados niveles de
H4K16ac asociados al dafio génico. Esto sitla a Tip60 como la acetiltransferasa candidata a llevar a cabo
el proceso de acetilacion de la H4K16 durante la respuesta temprana al dafio génico. Ademas, estos
resultados fueron confirmados mediante un andlisis por western blot, en el que, de nuevo, la inhibicion de
Tip60 con MG149 reducia de forma significativa los niveles de H4K16ac asociados a dafio con respecto a
aquellos observados en células que soélo eran tratadas con doxorrubicina (figura 14, C).
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Figura 14. El inhibidor de Tip60 MG149 reduce significativamente los niveles de H4K16ac asociados a dafio
génico. A. Fluorescencia asociada a la acetilacién de H4K16 tras la induccion de dafio génico (doxorrubicina, 3 uM, 2
horas), previo tratamiento con MG149 (inhibidor de la HAT Tip60; 2 uM, 12 horas) o con C646 (inhibidor de la HAT p300-
CBP; 10 pM; 12 horas) en células A549. B. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de H4K16ac. La significacion
estadistica se calcul6 con el test no paramétrico U de Mann-Whitney, siendo *** el equivalente a un p-valor < 0,001 y n.s.
el equivalente a un p-valor > 0,05. C. Efecto de la inhibicién de Tip60 con MG149 (2 uM, 12 horas) sobre los niveles de
H4K16ac asociados a dafio analizados por western blot a partir de extractos de histonas.
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1.2. EL SILENCIAMIENTO DE VRK1 MIMETIZA EL EFECTO DEL INHIBIDOR MG149 EN RESPUESTA
A DANO GENICO
Estudios previos han demostrado que el silenciamiento de la quinasa VRK1 causa una reduccion de

los niveles de acetilacion de la H4K16 asociados a la induccion de dafio génico con radiacion ionizante
(Salzano et al.,, 2015). Para corroborar estos resultados, decidimos analizar nuevamente por
inmunofluorescencia los niveles de H4K16ac en respuesta al dafio génico inducido por doxorrubicina (figura
15, Ay B). Como se puede observar, cuando la expresién de VRK1 se bloqgueaba mediante dos ARNi
especificos, la acetilacion de la H4K16 tras dos horas de tratamiento con doxorrubicina se reducia
significativamente en comparacién con aquellos observados en células tratadas que si expresan VRK1.
Posteriormente, realizamos este mismo estudio mediante western blot aumentando el intervalo de tiempos
de tratamiento con doxorrubicina con el fin de descartar que la acetilacion tras el silenciamiento de VRK1
ocurra a tiempos anteriores o posteriores al utilizado en el experimento anterior (figura 15, C). De nuevo, el
residuo 16 de la histona H4 no se acetilaba en respuesta a dafio para ninguno de los tiempos analizados
cuando se silenciaba la expresién de VRK1. Por lo tanto, el silenciamiento de VRK1 mimetiza el efecto del
inhibidor de Tip60 MG149. En otras palabras, VRK1 es esencial para desencadenar la descompactacion
local de la cromatina en la zona del dafio al posibilitar la acetilacion de la H4K16.
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Figura 15. El silenciamiento de VRK1 mimetiza el efecto de MG149 sobre la H4K16ac. A. Fluorescencia asociada a
la acetilacion de H4K16 tras la induccion de dafio génico (doxorrubicina, 3 pM, 2 horas) previo silenciamiento de VRK1.
La linea celular utilizada fue A549. B. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de H4K16ac. La significacion
estadistica se calculé con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor < 0,001; n.s., p-valor > 0,05. C. Niveles
de acetilacion de la H4K16 en extractos de histonas obtenidos tras el silenciamiento de VRK1 en células A549 sometidas
a diferentes tiempos de tratamiento con doxorrubicina (10 uM).
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se quiso averiguar si esta acetilacion de la H4K16
depende directamente de la actividad quinasa de VRK1. Para ello, se desarrollaron dos lineas estables de
A549 capaces de expresar VRK1 wild type murina (mVRK1-WT) o VRK1-K179E murina (MVRK1-K179E),
cataliticamente inactiva. En estas lineas, se bloqued la expresion de la proteina VRK1 humana endégena
mediante un ARNiI que no interferia en la expresién de las variantes murinas, de forma que el efecto sobre
la acetilacion de la H4K16 s6lo dependia de estas uUltimas. Mediante inmunofluorescencia se determiné
que, en ausencia del VRK1 humano enddgeno, Unicamente la variante mVRK1-WT es capaz de recuperar
los niveles elevados de H4K16ac cuando se induce dafio génico, no siendo asi para la variante mVRK1-
K179E, que mantiene niveles basales bajos de H4K16ac en respuesta a dafio (figura 16).
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Figura 16. Papel de la actividad quinasa de VRK1 sobre la acetilacion de la H4K16 en respuesta a dafio génico.
A. Fluorescencia asociada a la acetilacion de H4K16 mediada por las variantes murinas de VRK1 mVRK1-WT (izquierda)
y mVRK1-K179E (derecha) en respuesta a dafio génico con doxorrubicina (3 pM, 2 horas). La linea celular utilizada fue
A549 B. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de H4K16ac correspondientes a las diferentes condiciones de la
parte A. La significacion estadistica se calcul6 con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor < 0,001; *, p-
valor < 0,05; n.s., p-valor > 0,05. C. Controles de silenciamiento del VRK1 endégeno para las diferentes condiciones del
estudio.
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2. VRK1Y LA ACETILTRANSFERASA TIP60

De acuerdo con los resultados descritos en el apartado anterior, VRK1 es fundamental para la
acetilacion de la lisina 16 de la histona H4 en respuesta a dafio génico. Sin embargo, el hecho de que VRK1
sea una quinasa y, por lo tanto, no tenga actividad acetiltransferasa, implica que esta modificacion
epigenética debe estar regulada de manera indirecta, presumiblemente mediante el control de la actividad
de la acetiltransferasa que cataliza dicha acetilacién, Tip60. En base a esto, se decidié estudiar la relacion
existente entre VRK1 y Tip60 en el contexto del dafio génico.

2.1. INTERACCION DE VRK1 Y TIP60

En el caso de que VRK1 esté regulando a Tip60 de forma directa durante la DDR, cabria esperar que
ambas proteinas interaccionasen entre si. Por lo tanto, fue la interaccién entre VRK1 y Tip60 el primer
aspecto que se analizé durante este estudio.

2.1.1. VRK1 y Tip60 interaccionan in vitro

A la hora de analizar la interaccion in vitro de VRK1 y Tip60, se llevé a cabo un proceso de
purificacién de ambas proteinas a partir de bacterias E. coli. Una vez purificadas, una cantidad fija de VRK1-
GST (1000 ng) se incubd con cantidades crecientes de His-Tip60 (de 0 a 3000 ng) y mediante pull down de
VRK1-GST, se analizd la presencia de Tip60 en el precipitado (figura 17). Los resultados indicaron que
Tip60 interacciona in vitro con VRK1 de manera dosis-dependiente hasta que ambas proteinas alcanzan
concentraciones equimolares, momento en el que dicha interaccion parece estabilizarse. Ademas, la
ausencia de His-Tip60 en el pull down de GST libre confirma que dicha interaccion es a través de Tip60-
VRK1y no de Tip60-GST.
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Figura 17. Interaccion in vitro de VRK1 y Tip60. A. Pull down de GST-VRK1 (1000 ng) y co-precipitacion de His-Tip60
de manera dosis-dependiente. B. Cantidad relativa de His-Tip60 que interacciona con GST-VRKL1. Los valores equivalen
al cociente resultante de dividir la intensidad de banda de His-Tip60 entre la intensidad de banda de GST-VRK1 para
cada punto del estudio.

2.1.2. VRK1y Tip60 interaccionan in vivo formando un complejo basal

Una vez demostrado que VRK1 y Tip60 interaccionan in vitro, quisimos analizar si esta interaccion
también tenia lugar en el contexto celular. Para ello, se transfectaron cantidades crecientes de
pCDNA3.1/Tip60-V5 (de 0 a 8 pg) en células tumorales A549 y se realizaron inmunoprecipitaciones tanto
del Tip60-V5 transfectado como de VRK1 endégeno.
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Tal y como se muestra en la figura 18, ambas proteinas interaccionaban entre si independientemente
de cuadl sea la proteina inmunoprecipitada. Ademas, cabe destacar que en el caso de inmunoprecipitar
VRK1, la interaccion en dosis-dependiente. Por el contrario, cuando Tip60-V5 era la proteina
inmunoprecipitada, la interaccion entre ambas proteinas parece estabilizarse a partir de los 2-4 pg de
proteina transfectada. Esto indicaria que VRK1 actlia como proteina limitante en dicha interaccion para las
cantidades mencionadas de Tip60-V5 sobreexpresada.
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Figura 18. Interaccion in vivo de Tip60-V5 y VRK1 enddgeno. Andlisis de la presencia de Tip60-V5 en
inmunoprecipitados de VRK1 (parte inferior izquierda) y de la presencia de VRK1 en inmunoprecipitados de dosis
crecientes de Tip60-V5 (parte inferior derecha). Los inmunoprecipitados se obtuvieron a partir de un Unico extracto de
células A549. Los valores cuantificados equivalen al cociente resultante de dividir la intensidad de la proteina co-
inmunoprecipitada entre la intensidad de banda de la proteina control (objeto directo de la inmunoprecipitacion).

Con el fin de asegurar que VRK1 y Tip60 interaccionan sin necesidad de sobreexpresar la
acetiltransferasa, se analiz6 dicha interaccion a partir de las poblaciones endégenas de ambas proteinas.
Para ello, a partir del mismo extracto celular, se inmunoprecipitaron tanto Tip60 como VRK1 enddgenos.
Posteriormente, se analizo a partir de los respectivos inmunoprecipitados la presencia de la proteina que
no es sometida al proceso de inmunoprecipitacién (figura 19). Los resultados muestran que, cuando Tip60
se inmunoprecipita con un anticuerpo especifico, VRK1 coinmunoprecipita con ella, confirmando la
existencia de un complejo basal entre ambas proteinas sin necesidad de sobreexpresar la acetiltransferasa.
Por el contrario, con la inmunoprecipitacién de VRK1 enddgeno no fue posible detectar la presencia de
Tip60 en dicho inmunoprecipitado. Esto podria deberse a que la cantidad de VRK1 que interacciona con
Tip60 en la célula es reducida con respecto a los niveles celulares totales de la quinasa. Como
consecuencia, la proporcion de Tip60 co-inmunoprecipitada en relacién con la cantidad total de quinasa
inmunoprecipitada es también muy reducida, dificultandose la deteccion de la acetiltransferasa mediante
western blot.
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Figura 19. Interaccion in vivo de Tip60 y VRK1 end6genos. Andlisis de la presencia de VRK1 en un inmunoprecipitado
de Tip60 (parte inferior izquierda) y la presencia de Tip60 enddgeno en un inmunoprecipitado de VRK1 (parte inferior
derecha). Los inmunoprecipitados se obtuvieron a partir de un mismo cultivo de células A549.

Sabiendo que VRK1 y Tip60 interaccionan in vivo, el siguiente paso fue tratar de averiguar la region
de VRK1 que interacciona con Tip60. Para ello, se utilizaron 3 plasmidos diferentes capaces de codificar
para diferentes secciones de VRK1: 2 plasmidos codifican para el extremo N-terminal de la proteina, con la
diferencia de que uno alcanza sélo hasta el residuo 267 (extremo N-terminal corto) mientras que el otro
codifica un extremo N-terminal largo (hasta el residuo 332). El tercer plasmido codifica para el extremo C-
terminal de VRK1, correspondiente con la fraccion de la proteina que abarca desde el residuo 267 hasta el
residuo 396. La inmunoprecipitacién de cada una de las 3 regiones de VRK1 por separado demostré que
Tip60 era capaz de interaccionar con todas ellas, independientemente de la cantidad de VRK1 transfectado
(figura 20). Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que Tip60 no interacciona con una region Unica
de la estructura primaria de VRK1. Esto podria suponer que dicha interaccion, méas alla de la estructura
primaria de VRK1, dependiera de un plegamiento terciario mas complejo de la quinasa gracias al cual Tip60
establece contacto con una regién tridimensional que acoge tanto la parte N-terminal como la parte C-
terminal. De esta forma, a pesar de la ausencia de una de estas regiones en los constructos utilizados,
Tip60 mantendria una interaccién con la region de VRK1 sobreexpresada en estos experimentos,
justificando de esta manera los resultados obtenidos. Otra posibilidad es que la interaccion entre Tip60 y
VRK1 esté mediada a través del complejo cuaternario del que Tip60 se encuentra formando parte (NuA4).
En este caso, las diferentes regiones de VRK1 analizadas podrian estar interaccionando con diferentes
subunidades proteicas de dicho complejo, contribuyendo de forma independiente a la co-
inmunoprecipitacion del mismo y, por lo tanto, de Tip60.

Otro aspecto importante a tener en cuenta a la hora de analizar la interaccion entre Tip60 y VRK1
es la actividad quinasa de esta ultima, pues su autofosforilacion implica un cambio conformacional de la
proteina que puede estar afectando directamente a su capacidad para establecer complejos proteicos (Shin
et al., 2011). Teniendo en cuenta esto, se quiso analizar si la interaccion de VRK1 con Tip60 dependia de
la actividad quinasa de la proteina y, por lo tanto, del cambio estructural sujeto a dicha actividad. Para ello,
se utilizé una construccion de VRK1 cataliticamente inactiva debido a una mutacion en la lisina 179, la cual
aparece sustituida por glutamico (VRK1-K179E). De nuevo, la inmunoprecipitacion de VRK1-K179E
posibilitaba una coinmunoprecipitacion de Tip60 (figura 21), indicando que la interaccion VRK1-Tip60 es
independiente de la actividad enzimatica de la primera. Por lo tanto, esta interaccién puede ocurrir incluso
cuando la quinasa se encuentra en la conformacion asociada a su estado no fosforilado. Ademas, teniendo
en cuenta que en condiciones celulares basales (ausencia de dafio génico) VRK1 no esta autofosforilada,
este Ultimo resultado justifica la existencia de un complejo basal VRK1-Tip60 en la célula, tal y como se
observaba en los resultados anteriores.
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Figura 20. Analisis de la regién de interaccién de VRK1 con Tip60. Interaccion in vivo de Tip60 con cantidades
crecientes de tres constructos diferentes de VRK1 transfectados en células A549: region N-terminal larga, que engloba
la region comprendida entre los aminoacidos 1y 332 (A), regién N-terminal corta, correspondiente a la fraccion de VRK1
comprendida entre los aminoacidos 1 y 267 (B) y regién C-terminal, constituida por la regién comprendido entre los

aminoacidos 267 y 396. (C).
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Figura 21. |Interaccion de Tip60-V5 con VRK1
cataliticamente inactiva. Células A549 se transfectaron con
Tip60-V5 y bien con una construcciéon de VRK1 wild type o,
alternativamente, con una construccion de VRK1
cataliticamente inactivo (K179E). Posteriormente, las células
se lisaron y mediante la inmunoprecipitacién de cada una de
las variantes de VRK1 se analiz6 la presencia de Tip60 en
dichos inmunoprecipitados (carril 4 para VRK1 wt y carril 5
para VRK1 K179E) mediante western blot.
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2.1.3. El complejo Tip60-VRK1 se estabiliza en los primeros minutos de la respuesta a dafio génico

Hasta ahora se ha demostrado que Tip60 y VRK1 interaccionan entre si en condiciones normales
de crecimiento celular. Dado que pretendiamos analizar el papel que VRK1 desempefia sobre la actividad
de Tip60 en el contexto del dafio, el siguiente paso fue estudiar la estabilidad del complejo VRK1-Tip60 tras
la induccién de dafio génico. Para ello, células A549 fueron tratadas con doxorrubicina a lo largo de
diferentes tiempos. Posteriormente, se inmunoprecipité Tip60 para determinar asi la cantidad de VRK1 que
interaccionaba con la acetiltransferasa para cada uno de los tiempos de tratamiento. Un primer experimento
con tiempos de tratamiento con doxorrubicina relativamente largos (hasta las 6 horas) (figura 22, A) reveld
que la interaccion Tip60-VRK1 aumentaba en la primera media hora de tratamiento para posteriormente
verse rapidamente reducida hasta niveles de interaccion inferiores a los basales. Teniendo en cuenta esto,
se realizd el mismo experimento, pero utilizando tiempos mas cortos de tratamiento (figura 22, B). Los
resultados confirmaron un réapido incremento en la interacciéon Tip60-VRKL1 tras los primeros minutos de
dafio, alcanzandose un maximo de interaccién a los 30 minutos a partir de los cuales, tal y como se
observaba en el experimento anterior, la interaccion disminuye rapidamente. Esto parece indicar que, tras
los primeros minutos de dafio génico, el complejo basal Tip60-VRK1 adquiere una mayor estabilidad para,
posteriormente, recuperar los niveles basales.
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Figura 22. Dinamica de interaccion de Tip60 y VRK1 en respuesta a dafio génico. Andlisis de la interaccion entre
Tip60 y VRK1 en células A549 a lo largo de diferentes tiempos de tratamiento con doxorrubicina. La figura de la izquierda
(A) muestra tiempos de tratamiento elevados, mientras que la figura de la derecha (B) muestra tiempos de tratamiento
cortos. Los diagramas de barras muestran la interaccion relativa de VRK1 respecto a la cantidad de Tip60 transfectada
mediante el cociente resultante de dividir la intensidad de banda de Tip60 y la intensidad de banda correspondiente de
VRK1.
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2.2. FOSFORILACION DE TIP60 MEDIADA POR VRK1 EN EL CONTEXTO DEL DANO GENICO

El hecho de que VRKL1 y Tip60 interaccionen entre si parece indicar que ambas proteinas podrian
estar relacionadas desde el punto de vista de su actividad enzimatica. Ademas, dado que el silenciamiento
de VRK1 causa, tal y como se ha explicado anteriormente, una disminucién en los niveles de acetilacién de
la H4K16, diana directa de Tip60, se plantea la posibilidad de que VRK1 sea capaz de fosforilar a Tip60 con
el fin de regular su actividad acetiltransferasa en respuesta a dafio génico. Para confirmar esta hipétesis,
se llevaron a cabo dos tipos de ensayos de fosforilacion: fosforilacién in vitro y fosforilacion in vivo.

2.2.1. VRK1 fosforila a Tip60 in vitro

Nuestro primer objetivo fue tratar de averiguar si VRK1 es capaz de fosforilar directamente a Tip60,
independientemente del contexto celular y de la posible interferencia de otras proteinas y rutas de
sefializacion. Para ello, se llevéd a cabo un ensayo de fosforilacién in vitro. En primer lugar, se purificaron a
partir de bacterias y por separado tanto Tip60 como dos variantes diferentes de VRK1, una wild type y otra
portadora de la mutacién K179E, lo que le hace cataliticamente inactiva. Tras ello, la acetiltransferasa, como
sustrato, se incubd con una de las dos variantes de la quinasa bajo condiciones promotoras de la
fosforilacion, que implican la adicion de ATP a la muestra. Tras el periodo de incubacion correspondiente,
se proceso cada una de las muestras y se analizé mediante western blot el nivel de fosforilacién de Tip60.
Los resultados demostraron cémo Tip60 era tUnicamente fosforilada por VRK1 wild type y no por el mutante
cataliticamente inactivo de la quinasa. De esta manera, se pudo confirmar que la actividad catalitica de
VRK1 es suficiente para inducir la fosforilacion de Tip60 sin intervencion de otras proteinas mediadoras.

His-Tip60 -+ - -+ o+ o+

GST @ - - - - -
GST-VRK1WT e S
GST-VRK1 K179E - - -+ - -+

ATP + + + + + - + kDa

pSER-Tip60

GST-VRK1
His-Tip60

GST @

Figura 23. Fosforilacién in vitro de Tip60 por VRK1. Tip60 purificada se incubd bien con VRK1-WT o bien con VRK1-
K179E, ambas también puridicadas, bajo condiciones favorables de la fosforilacién (adicion de ATP a una concentracion

de 2 mM y agitacion a 37°C durante una hora) Seguidamente, se analizé la fosforilacion de la acetiltransferasa mediante
western blot.
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2.2.2. VRK1 fosforila a Tip60 in vivo en respuesta a dafio génico
Conociendo la capacidad de VRK1 de fosforilar a Tip60 in vitro, nuestro siguiente objetivo fue

analizar el estado de fosforilacion de la acetiltransferasa en el contexto celular cuando se induce dafio
génico. Asi, cultivos celulares de A549 privados de suero, de forma que las rutas de sefializacién asociadas
a sefiales mitogénicas no estan activadas, se trataron con doxorrubicina a lo largo de diferentes tiempos.
Posteriormente, se inmunoprecipité Tip60 y mediante western blot se estudié su estado de fosforilacion. Tal
y como se puede observar en la parte A de la figura 24, los niveles de fosforilacion de Tip60 aumentan
progresivamente a medida que aumenta el tiempo de tratamiento con doxorrubicina. Ademas, estudios
posteriores incrementando los tiempos de tratamiento demostraron que el maximo nivel de fosforilacion de
Tip60 se alcanza alrededor de las 2 horas, a partir de las cuales la fosforilacion empieza a disminuir
significativamente (figura 24, B).
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Figura 24. Fosforilacion de Tip60 en respuesta a dafio génico. Células A549 fueron tratadas con doxorrubicina a lo
largo de diferentes tiempos (A, tiempos cortos de tratamiento y B, tiempos largos de tratamiento). Tras la incubacion con
doxorrubicina, las células se lisaron y la acetiltransferasa Tip60-V5, que habia sido previamente transfectada, se
inmunoprecipitd para analizar su estado de fosforilacion mediante western blot. Los diagramas de barras muestran el
grado relativo de fosforilacion de Tip60-V5 en los diferentes tiempos, cuantificado mediante el cociente resultante de
dividir la intensidad de banda de Tip60 fosforilado respecto a la intensidad de banda de Tip60 total.

Una vez demostrado que Tip60 se fosforila en respuesta a dafio y siendo VRK1 la quinasa candidata
a llevar a cabo esta modificacion post-traduccional, se analizé el grado de fosforilacién de Tip60 en células
A549 en las que la expresion de VRK1 se habia bloqueado mediante diferentes ARNs de interferencia. Los
resultados mostrados en la figura 25 confirman que, en efecto, el silenciamiento de VRK1 impide la
fosforilacion de Tip60 en respuesta al tratamiento con doxorrubicina. Por lo tanto, VRK1 fosforila a Tip60 en
este contexto de dafio génico.
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Figura 25. VRK1 es responsable de la fosforilacion de Tip60 en respuesta a dafio. Células A549 transfectadas con
Tip60-V5 y tratadas, alternativamente, con siCtrl, siVRK1-02 o siVRK1-03 se incubaron con doxorrubicina (10 pM)
durante 0, 30 o 120 minutos, tal y como se muestra en la figura. Tras los tratamientos, las células se lisaron y Tip60-V5
se inmunoprecipitd. El estado de fosforilacion de Tip60 se analizé a partir del inmunoprecipitado de la proteina mediante
western blot. Los diagramas de barras muestran el grado relativo de fosforilacion de Tip60-V5 en los diferentes tiempos
en funcidn de la presencia o ausencia de VRK1 en la célula. El grado de fosforilacion corresponde al cociente resultante
de dividir la intensidad de banda de Tip60 fosforilado respecto a la intensidad de banda de Tip60 total.

Posteriormente, para confirmar el papel de VRK1 en la fosforilacion de Tip60 en respuesta al
tratamiento con doxorrubicina, se llevé a cabo un experimento de rescate de fenotipo. Para ello, se utilizaron
las lineas estables de A549 previamente descritas, capaces de expresar bien un VRK1 wild type murino
(mVRK1-WT) o bien el mutante VRK1-K179E murino (mMVRK1-K179E), cataliticamente inactivo. Sobre
estas lineas, se silencid la expresion de la proteina VRK1 humana enddégena mediante dos ARNs de
interferencia que no interferian en la expresion de las variantes murinas. De nuevo, inmunoprecipitando
Tip60, se analizé mediante western blot el grado de fosforilacion de la acetiltransferasa en respuesta a
dafio, observandose que Unicamente la variante mVRK1-WT, y no la variante mVRK1-K179E, es capaz de
rescatar el fenotipo (figura 26). Dicho de otra manera, la fosforilacién de Tip60 en respuesta a dafio ocurre
Unicamente cuando VRK1 es cataliticamente activa, confirmando que la actividad quinasa de VRK1 es
esencial para esta modificacion post-traduccional sobre la acetiltransferasa.
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Figura 26. La actividad quinasa de VRK1 es imprescindible para |la fosforilacién de Tip60 en el contexto del dafio
génico. Células A549 estables en las que se estimula la expresion constitutiva mediante transduccion viral de una
variante murina wild type de VRK1 o de una variante cataliticamente inactiva fueron tratadas con ARNs de interferencia
para bloquear la expresién del VRK1 endégeno. Posteriormente, estas células eran transfectadas para sobreexpresar
Tip60-V5 y tratadas con doxorrubicina a lo largo de diferentes tiempos. Mediante lisado celular e inmunoprecipitacion de
la acetiltransferasa transfectada, se analizé su fosforilacién en cada una de las dos lineas celulares para cada uno de los
tiempos de tratamiento.

2.2.3. Lafosforilacién de Tip60 durante la DDR es independiente del agente causante del dafio

Hasta ahora, el andlisis de la fosforilacion de Tip60 en el contexto de dafio génico se ha llevado a
cabo utilizando doxorrubicina, un inhibidor de la ADN topoisomerasa capaz de provocar roturas de doble
cadena en el ADN. Con el fin de confirmar que dicha fosforilacion mediada por VRK1 es independiente de
la fuente de dafio, se utilizo radiacion ionizante como agente inductor. Tal y como se puede observar en la
figura 27, Tip60 también se fosforila en respuesta a una radiacion ionizante de 3 Gy, si bien, en comparacioén
con el tratamiento con doxorrubicina, dicha fosforilacién ocurre a tiempos notablemente mas cortos y se
mantiene a lo largo de mas tiempo tras la induccion del dafio. Esto puede ser debido a que el dafio generado
por radiacion ionizante, a diferencia del generado por doxorrubicina, es instantaneo y, posiblemente, mas
severo, de forma que la respuesta al dafio génico se desencadena mucho mas rapido y durante un mayor
periodo de tiempo.
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2.2.4. Lafosforilacion de Tip60 mediada por VRK1 y su actividad acetiltransferasa de histonas son
independientes de ATM y previas a su activacion

Tal y como se ha explicado en la introduccién, ATM es una quinasa que juega un papel fundamental
a la hora de detectar el dafio génico e iniciar la cascada de sefializacion para reparar la lesion (Bekker-
Jensen y Mailand, 2010). Ademas, esta quinasa esta estrechamente asociada a Tip60, pues se ha descrito
que la acetilacion de ATM en la lisina 3016 via Tip60 es fundamental para su activacion (Sun et al., 2005).
Teniendo en cuenta esto, quisimos confirmar que la fosforilacién de Tip60 mediada por VRK1 es un proceso
independiente y anterior a la activacion de ATM durante la DDR. Para ello, se llevaron a cabo dos
experimentos diferentes.

En primer lugar, se decidié analizar la fosforilacion de Tip60 en respuesta a dafio génico en la linea
celular HT144, ATM -/-. Al igual que en experimentos previos realizados en A549, se detecté mediante
western blot que Tip60 se fosforila de forma muy similar en la linea celular que no expresa ATM tras el
tratamiento con doxorrubicina (figura 28).
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Figura 28. La fosforilaciéon de Tip60 es independiente de ATM. Células HT144 (ATM-/-) privadas de suero y
transfectadas con pCDNA 3.1/Tip60-V5 fueron tratadas con doxorrubicina a lo largo de diferentes tiempos.
Posteriormente, se inmunoprecipité la acetiltransferasa y se estudié su grado de fosforilaciéon mediante western blot.
Ademas, este grado de fosforilacion se cuantific6 mediante el cociente entre la intensidad de banda de Tip60 fosforilada
y la intensidad de banda de Tip60 total inmunoprecipitado, representandose los resultados en el diagrama de barras que
se muestra.

Para confirmar que la fosforilacion de Tip60 en respuesta a dafio también es dependiente de VRK1
en HT144, se silencié VRK1 en esta linea celular, observandose una pérdida de la fosforilacion de Tip60
asociada al tratamiento con doxorrubicina (figura 29).

Por otro lado, también se analiz6 la fosforilacion de Tip60 en A549 previo tratamiento de las células
con cafeina, un inhibidor genérico de la familia de las PIKK quinasas a la que pertenece ATM, o con
KU55933, un inhibidor especifico de ATM. Los resultados mostrados en la figura 30 confirman que, a pesar
de que la autofosforilacion activadora de ATM queda inhibida a causa de los tratamientos con KU55933 o
cafeina, Tip60 sigue fosforilandose en respuesta a dafio génico. De nuevo, estos resultados permitian
concluir que la fosforilaciéon de Tip60 es previa e independiente a la activacion de ATM, situando a VRK1
como una quinasa con una funcién anterior a lo largo de la cascada de sefializacién de la DDR.
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Figura 29. La fosforilacién de Tip60 en respuesta a dafio depende VRK1 en células ATM-/-. Células HT144 (ATM -
/-) transfectadas alternativamente con siControl, siVRK1-02 o siVRK1-03y, posteriormente, con Tip60-V5, fueron tratadas
con doxorrubicina (10 pM) durante 0, 30 o 120 minutos. Tras los tratamientos, se inmunoprecipité Tip60-V5 y se analizd
su estado de fosforilacion mediante western blot. Los diagramas de barras muestran el nivel de fosforilacién de Tip60-
V5 para los diferentes tiempos de tratamiento en funcién de la presencia o ausencia de VRK1 en la célula. Su
cuantificacion equivale al resultado de dividir la intensidad de banda de Tip60 fosforilado respecto a la intensidad de
banda de Tip60 total.
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Figura 30. La inhibicion de ATM no interfiere con la fosforilacion de Tip60 respuesta a dafio génico. Réplicas de
células A549 privadas de suero se trataron en primer lugar con dos inhibidores de ATM diferentes: KU55933 (inhibidor
especifico) y cafeina (inhibidor genérico de PIKKs). Posteriormente, ambas réplicas también fueron tratadas con
doxorrubicina 10 uM a lo largo de diferentes tiempos. El inmunoprecipitado de Tip60 obtenido a partir del lisado de las
células se utiliz6 para analizar el grado de fosforilacion de la acetiltransferasa mediante western blot.
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Llegados a este punto, quisimos confirmar que, no sélo la fosforilacién, sino también la actividad
acetiltransferasa de Tip60 es independiente de ATM. Para ello, se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia en células A549 sobre las que se analizaban los niveles de H4K16ac en respuesta a
dafio previa inhibicién de la actividad quinasa de ATM mediante el tratamiento con KU55933 (figura 31, Ay
B). Este ensayo demuestra como el tratamiento con el inhibidor de ATM impedia la fosforilacion de la
guinasa, confirmando su eficacia, pero no reducia los niveles elevados de H4K16ac que aparecen como
consecuencia del tratamiento con doxorrubicina. Por lo tanto, tal y como se preveia, la actividad
acetiltransferasa de Tip60 en respuesta a dafio es independiente y previa a la activacion de ATM.
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Figura 31. La acetilacion de la H4K16 en respuesta a dafio no depende de ATM. A. Células A549 tratadas con el
inhibidor de ATM KU55933 (12 horas, 10 uM) fueron sometidas a dafio génico con doxorrubicina 10 pM durante las dos
tltimas horas del tratamiento con el inhibidor. Posteriormente, por inmunofluorescencia, se observaron los niveles tanto
de la acetilacion de H4K16 como de ATM fosforilado en cada una de las poblaciones celulares. B. Cuantificacion de las
fluorescencias asociadas a la acetilacion de la H4K16 (izquierda) y a la fosforilacién de ATM (derecha) para las diferentes
condiciones estudiadas. La significacion estadistica se calcul6 con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor
< 0,001; p-valor > 0,05.
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3. IMPLICACIONES BIOLOGICAS DE LA FOSFORILACION DE
TIP60 MEDIADA POR VRK1 EN RESPUESTA A DANO GENICO

Una vez demostrado que VRK1 fosforila a Tip60 en respuesta a dafio génico, nuestro propdsito se
centré6 en determinar cudles son las consecuencias de dicha fosforilacion a nivel celular. Para ello, se
estudiaron diferentes propiedades de Tip60 que podrian estar afectadas por esta fosforilacién, tales como
su actividad acetiltransferasa de histonas, su localizacién celular, su estabilidad o su actividad enzimética
en sustratos no cromatinicos como ATM o p53.

3.1. LA FOSFORILACION DE TIP60 MEDIADA POR VRK1 MODULA LA ACTIVIDAD CATALITICA DE
TIP60 A NIVEL DE LAS HISTONAS

Basandonos en los resultados obtenidos hasta ahora, la hipétesis inicialmente planteada, segun la
cual VRK1 estd modulando la actividad acetiltransferasa de Tip60 a lo largo de la respuesta al dafio génico,
parece confirmarse. Asi, con el propésito de complementar estos resultados y aportar nuevas perspectivas
gue permitan corroborar dicha hipoétesis, se llevd a cabo un experimento adicional en el cual se comparaban
las cinéticas de fosforilacion de Tip60 y de acetilacion de la H4K16 en células A549 tras la induccion de
dafio génico con doxorrubicina. Tal y como se puede observar en la figura 32, la cinética de ambas
modificaciones post-traduccionales son muy similares, de forma que a medida que se produce un
incremento en la fosforilacién de Tip60 tras tiempos cortos de exposicion al agente quimioterapéutico,
también incrementan los niveles de acetilacion de la H4K16. Esto apoya el hecho de que la acetilacion en
la histona es dependiente de la fosforilacién de Tip60 llevada a cabo por VRK1.
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Figura 32. La fosforilacién de Tip60 y la acetilacion de la H4K16 en respuesta a dafio siguen cinéticas similares.
Células A549 privadas de suero fueron tratadas con doxorrubicina 10 uM a lo largo de diferentes tiempos. Posteriormente,
estas células se lisaron, analizando a partir de un inmunoprecipitado de Tip60, la fosforilacion de la acetiltransferasa a lo
largo de estos tiempos y, de forma paralela y a partir de un extracto enriquecido de histonas, la acetilacion de la lisina 16
de la histona H4.

Todos estos resultados llevaban a pensar que el papel de dicha fosforilacion era regular de forma
directa la actividad acetiltransferasa de Tip60, de forma que ésta, una vez fosforilada, pasara de un estado
cataliticamente inactivo a uno cataliticamente activo. Con el fin de demostrar esta hipétesis, en primer lugar
se realiz6 un ensayo de la actividad de Tip60 a partir de proteina purificada bajo diferentes condiciones
celulares: (1) presencia de VRK1 y ausencia de dafio; (2) presencia de VRK1 e induccion de dafio; (3)
ausencia de VRK1 y ausencia de dafio; y (4) ausencia de VRK1 e induccién de dafio. Asi, una vez purificada,
Tip60 se incubo con los reactivos proporcionados por el kit de ensayo de la actividad acetiltransferasa
(apartado 8 de materiales y métodos). De esta manera, se pudo analizar la capacidad catalitica de Tip60
bajo cada una de las condiciones descritas en base a los niveles de absorbancia producidos por las
muestras (figura 33). Los resultados muestran como la actividad acetiltransferasa de Tip60 aumenta
significativamente en respuesta a dafio génico siempre y cuando ésta haya sido purificada a partir de células
capaces de expresar VRK1. Sin embargo, la ausencia de la quinasa en las células impide que Tip60 ejerza
su actividad acetiltransferasa in vitro. Este hecho confirma que la fosforilacién de Tip60 mediada por VRK1
en respuesta a dafio génico es necesaria para la actividad catalitica de la acetiltransferasa vy,
consecuentemente, para el desencadenamiento de la DDR.
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Figura 33. El silenciamiento de VRK1 previene la actividad de Tip60 in vitro. A. Réplicas de cultivos de A549
transfectados, en primer lugar, con siControl o siVRK1 y, posteriormente, con Tip60-V5, fueron privadas de suero y
tratadas con doxorrubicina (10 uM, 2 horas). Posteriormente, la proteina Tip60 sobreexpresada se inmunoprecipitd y
eluyd, obteniendo asi un purificado de la misma para cada una de las condiciones establecidas sobre el cual se realizo
un ensayo de actividad acetiltransferasa in vitro. B. Control de transfeccion y silenciamiento de Tip60-V5 y VRK1,
respectivamente.

Para confirmar los resultados y conclusiones obtenidos del experimento anterior, decidimos analizar
in vivo la autoacetilacién de Tip60 en respuesta a dafio génico en funcién de los niveles de expresion de
VRK1. Dado que esta modificacion es indicadora de que la proteina se encuentra en un estado
cataliticamente activo y que, tal y como se muestra en la figura 34, sélo ocurre en respuesta a dafio génico
cuando VRK1 se expresa normalmente y fosforila a Tip60, pudimos confirmar que, en efecto, la fosforilacion
de VRK1 posibilita la transicion de Tip60 de un estado cataliticamente inactivo a uno cataliticamente activo
durante la respuesta al dafio génico.
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UM. A partir de dos inmunoprecipitados paralelos de
Tip60-V5, se analiz6 tanto la fosforilacion como la
autoacetilacion de Tip60 para cada una de las
condiciones.

3.2. LA FOSFORILACION DE TIP60 ASOCIADA A VRK1 PROMUEVE LA ACUMULACION DE LA
ACETILTRANSFERASA EN LA CROMATINA TRAS LA INDUCCION DE DANO GENICO

Estudios anteriores han demostrado que la actividad quinasa de VRK1 ejerce un papel fundamental
en la localizacion y acumulacion de diferentes proteinas mediadoras del dafio génico, como pueden ser
53BP1 (Sanz-Garcia et al., 2012), yH2AX (Salzano et al., 2015) o NBS1 (Monsalve et al., 2016). Teniendo
en cuenta esto, se planted la posibilidad de que, junto con la actividad acetiltransferasa, la localizacion
subcelular de Tip60 también pudiera ser modulada por la fosforilacion que VRK1 cataliza sobre la misma
durante la respuesta al dafio génico. Asi, decidimos analizar la localizacién de Tip60 en células A549
privadas de suero en funcion de la presencia o ausencia de dafio génico (figura 35). Los resultados
muestran como Tip60 se acumula de forma significativa en el nucleo celular a medida que el tiempo de
tratamiento con doxorrubicina aumenta. Sin embargo, el silenciamiento de VRK1 a través de un ARNi
especifico imposibilitaba esta acumulacion nuclear de Tip60 en respuesta a dafio génico.
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Figura 35. VRK1 promueve la acumulacién nuclear de Tip60 en respuesta a dafio génico. A. Células A549 privadas
de suero se transfectaron con siControl o siVRK1-02 y, posteriormente, se trataron con doxorrubicina 3 uM durante 30
minutos o dos horas. Mediante inmunofluorescencia, se analizo la localizacion de Tip60 endégeno en las células bajo las
distintas condiciones. B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia nuclear asociada a Tip60. La significacion
estadistica se calcul6 con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor < 0,001.

Teniendo en cuenta este resultado, quisimos analizar el comportamiento de Tip60 a nivel subnuclear
en lo que a su localizacion respecta. Para ello, se aislaron las fracciones nucleoplasmatica y cromatinica
del ndcleo y se analizaron mediante western blot los niveles tanto de Tip60 fosforilado como de Tip60 total
en cada una de estas fracciones (figura 36). Los resultados indican la existencia de una subpoblacién de
Tip60 constante y no fosforilada en el nucleoplasma, independientemente de la presencia o ausencia de
VRK1 en la célula. Por el contrario, Tip60 no estd4 presente en la cromatina en condiciones basales
(ausencia de dafio) pero se acumula en esta fraccién nuclear a medida que aumenta el dafio génico.
Ademas, esta acumulacion progresiva en la cromatina es VRK1-dependiente, ya que en ausencia de la
quinasa no se detectd Tip60. Por otro lado, cabe destacar que la acumulacién cromatinica de Tip60
aumenta progresivamente a medida que su fosforilacion también incrementa. La similitud entre ambas
cinéticas, junto con el hecho de que VRK1 es imprescindible para la unién de Tip60 en la cromatina,
demuestran que la fosforilacion de la acetiltransferasa es necesaria para su acumulacion en esta fraccion
nuclear.
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Figura 36. VRK1 posibilita la acumulacion de Tip60 en la cromatina en respuesta a dafio génico. Células A549 en
presencia o ausencia de VRK1 se trataron con doxorrubicina 10 uM a lo largo de diferentes tiempos. Posteriormente,
siguiendo un protocolo de fraccionamiento nuclear, se purificé tanto el nucleoplasma como la cromatina de las células 'y,
mediante western blot, se analizo los niveles de Tip60 fosforilado y de Tip60 total en cada una de dichas fracciones para
cada uno de los tiempos de tratamiento utilizados.
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Por dltimo, quisimos analizar la capacidad de Tip60 de interaccionar con VRK1 tanto en el
nucleoplasma como en la cromatina. Para ello, siguiendo el procedimiento anterior, aislamos ambas
fracciones nucleares e inmunoprecipitamos VRK1 en cada una de estas fracciones. Posteriormente,
mediante western blot analizamos la presencia de Tip60-V5, previamente sobreexpresado (como se ha
demostrado en la figura 19, la inmunoprecipitacion de VRK1 imposibilita la deteccion de Tip60 endégeno)
en cada uno de los precipitados (figura 37). La subpoblacion de Tip60 presente en el nucleoplasma
interacciona permanentemente con VRK1 a pesar de que dicha interaccion no posibilite la fosforilacion de
la acetiltransferasa en esta fraccion. Este fendbmeno apoya los resultados anteriores en los que se
demostraba la existencia de un complejo basal Tip60-VRK1 independiente de dafio. Por su parte, en la
fraccién cromatinica se puede observar que la poblacion de Tip60 que se acumula en ella en respuesta a
dafo aparece unida a una poblacién de VRK1 asociada de forma permanente a la cromatina. Dado que
Tip60 so6lo aparece fosforilada en la cromatina, nunca en el nucleoplasma, cabe pensar que es la poblacion
de VRK1 cromatinica la responsable de fosforilar a Tip60 y asegurar su anclaje a la cromatina. Sin embargo,
deben existir otros mecanismos alternativos que posibiliten una primera aproximacion de la acetiltransferasa
a la cromatina para posibilitar su posterior fosforilacion y anclaje. En este sentido, la trimetilacion de la lisina
36 de la histona H3 (H3K36me3) puede jugar un papel fundamental, pues ya se ha descrito que Tip60 se
une a esta marca epigenética a través de su cromodominio (Li y Wang, 2017).
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Figura 37. Tip60 interacciona con las subpoblaciones nucleoplasméaticay cromatinica de VRK1. Células A549 se
transfectaron con pCDNAS3.1/Tip60-V5. Posteriormente, previa retirada del suero del medio de cultivo, se trataron con
doxorrubicina 10 pM a lo largo de diferentes tiempos. Las células se lisaron de forma que las fracciones nucleoplasmatica
y cromatinica quedaran aisladas y a partir de cada una de ellas se inmunoprecipit6 VRK1. Mediante western blot se
analizo la presencia de Tip60-V5 y su grado de fosforilacion en cada uno de los inmunoprecipitados de VRK1.

3.3. VRK1 PROTEGE A TIP60 DE SU DEGRADACION VIiA PROTEASOMA

Anteriormente se ha descrito el papel que la fosforilacion por parte VRK1 tiene a la hora de estabilizar
diferentes sustratos, como por ejemplo NBS1 (Monsalve et al., 2016), aurora quinasa B (Moura et al., 2018)
o coilina (Cantarero et al., 2015). Por ello, decidimos estudiar si VRK1 también estaba involucrado en regular
la estabilidad de Tip60.

3.3.1. El silenciamiento de VRK1 disminuye la vida media de Tip60 en la célula

Una primera aproximacion para determinar el papel que VRK1 pudiera ejercer sobre la estabilidad
de Tip60 consisti6 en comparar la vida media de la acetiltransferasa tanto en células A549 capaces de
expresar VRK1 como en células en las que la expresion de VRK1 se ha bloqueado mediante un ARNi. Para
ello, se inhibié la sintesis de novo de proteinas en ambos modelos celulares mediante el tratamiento con
cicloheximida, de forma que se pudieran analizar mediante western blot los niveles proteicos de Tip60 a lo
largo de diferentes tiempos sin que la sintesis de nueva proteina interfiriera en el analisis. De este modo,
tal y como se puede observar en la figura 38, se determiné que, en presencia de VRK1, Tip60 presenta una
vida media elevada, puesto que sus niveles proteicos no se ven alterados tras 24 horas de tratamiento con
cicloheximida. Sin embargo, el silenciamiento de VRK1 provoca una disminucién significativa en la
estabilidad de la acetiltransferasa, la cual empieza a ver reducidos sus niveles proteicos a partir de las
cuatro horas de tratamiento con cicloheximida. Esta disminucion en la vida media como consecuencia del
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silenciamiento de VRK1 sugiere que Tip60 se degrada mas rapidamente bajo esta condicion en la célula.
Uno de los principales mecanismos de degradacion proteica a nivel celular tiene lugar via proteasoma. Asi,
decidimos estudiar si los niveles proteicos de Tip60 podian ser rescatados en células que no expresan
VRK1Yy en las que, ademas, se bloquea la degradacion via proteasoma mediante el tratamiento de MG132,
un inhibidor especifico de este ultimo. Confirmamos, de acuerdo con el panel derecho de la figura 38, que
en ausencia de VRK1, Tip60 estaba siendo degradada rdpidamente mediante este mecanismo
preoteolitico, pues el tratamiento con MG132 permitié recuperar los niveles proteicos de la acetiltransferasa.
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Figura 38. El silenciamiento de VRK1 favorece la degradacion de Tip60 via proteasoma. A. Células A549
transfectadas con siControl o siVRK1-02 se trataron con cicloheximida a lo largo de diferentes tiempos. A lo largo de la
incubacion con cicloheximida, una de las réplicas que no expresaba VRK1 fue tratada con MG132 (inhibidor del
proteasoma) a una concentracion de 15 pM durante estas 24 horas. Transcurridos los tiempos correspondientes, se
analizaron los niveles de Tip60 para cada una de las condiciones. B. Cuantificacion de los niveles proteicos de Tip60 a
lo largo de los diferentes tiempos de tratamiento con cicloheximida bajo las 3 condiciones analizadas. Esta cuantificacion
es el resultado de dividir la intensidad de banda de Tip60 entre la intensidad de banda de 8 actina (estable a lo largo del
tiempo) para cada una de las condiciones estudiadas.

3.3.2. Las ubiquitin-ligasas Mdm2 y RNF8 promueven la degradacién de Tip60

La degradacion via proteasoma implica una poliubiquitinacién previa de las proteinas que tienen que
ser degradadas con el fin de poder ser reconocidas asi por la maquinaria proteolitica. Las ubiquin-ligasas
son las enzimas encargadas de llevar a cabo esta modificacion post-traduccional que marca el destino de
la proteina. Trabajos anteriores han demostrado que Mdm2 (la variante murina de Hdm2, una de las
ubiquitin-ligasas mas estudiadas) es capaz de ubiquitinar a Tip60 y promover su degradacion (Legube et
al., 2002). Sin embargo, Hdm2 constituye una ubiquitin-ligasa con una localizacion principalmente citosélica,
mientras que Tip60 es una proteina mayoritariamente nuclear. Teniendo en cuenta esto, parece razonable
pensar que la regulacién de los niveles proteicos de Tip60 mediante protedlisis pueda ocurrir también a
nivel nuclear, donde se ha demostrado la existencia de complejos de proteasoma. Asi decidimos estudiar
si existia alguna ubiquitin-ligasa nuclear capaz de marcar el destino de la acetiltransferasa via
poliubiquitinacion. Para ello promovimos, mediante transfeccion, la expresion y actividad tanto de Mdm2
como de RNF8, una ubiquitin ligasa con una distribucién subcelular muy similar a Tip60. Seguidamente, se
analizaron por western blot los niveles proteicos de Tip60 tanto cuando la via de degradacién proteasomal
estaba activa como cuando se bloqueaba mediante MG132. Tal y como se muestra en la figura 39, no sélo
Mdm2, sino que también RNF8, promueven una reduccion significativa de los niveles proteicos de Tip60,
favoreciendo su degradacion a través del proteasoma.
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Figura 39. Diferentes ubiquitin-ligasas promueven la degradacién via proteasoma de Tip60. La sobreexpresién de
Tip60 y Mdm2 (A) o Tip60 y RNF8 (B) en células A549 promueve la rapida degradacion de la acetiltransferasa (carriles
centrales). El bloqueo del proteasoma mediante el tratamiento con MG132 (25 pM durante 12 horas) previene dicha
degradacién en ambos casos.

Posteriormente, con el fin de confirmar que RNF8, al igual que lo descrito en estudios anteriores
para Mdm2 (Legube et al., 2002), promueve esta degradacion al favorecer la poliubiquitinacion de Tip60,
se analizaron por western blot los niveles de Tip60 ubiquitinado en células A549 sometidas a diferentes
condiciones que promueven en menor o mayor medida el proceso de ubiquitinacion y degradacion
proteasomal (figura 40). Se observé que los niveles de Tip60 ubiquitinada aumentaban si se promovia la
expresion de los genes de la ubiquitina y de RNF8, mientras que los niveles de Tip60 no ubiquitinada
disminuian al transfectar conjuntamente ambos genes. Ademas, Tip60 en su forma ubiquitinada se
acumulaba de manera mucho mas significativa cuando, a mayores, se bloqueaba la degradacion via
proteasoma con MG132. Estos resultados confirman que RNF8 es capaz de ubiquitinar a Tip60 y promover
de esta manera su degradacion proteasomal.
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Figura 40. RNF8 ubiquitina a Tip60 para promover su degradacion proteasomal. Réplicas de células A549 se
transfectaron con diferentes combinaciones de constructos plasmidicos y posteriormente se trataron con MG132 (25 uM)
durante 12 horas, tal y como se indica en la figura. A partir de los lisados celulares se realizaron dos
inmunoprecipitaciones paralelas, una de His-ubiquitina y otra de Tip60-V5 y sobre estos inmunoprecipitados se
analizaron mediante western blot los niveles tanto de Tip60-V5 no ubiquitinada como de Tip60-V5 ubiquitinada.

3.3.3. Tip60 se poli-ubiquitina mediante cadenas formadas por la unién de mondémeros de la
proteina a través de su lisina 48

La poliubiquitinacion de una proteina puede implicar diferentes destinos de la misma en funcién de
los residuos a través de los cuales se unen las diferentes ubiquitinas que forman la cadena. Asi, cadenas
de poliubiquitina formadas a partir de la unién de monoémeros a través de la lisina 48 marcan a las proteinas
para ser degradadas via proteasoma. Por el contrario, aquellas cadenas formadas a través de la unién de
ubiquitinas por su lisina 63 normalmente implican un cambio de localizacion subcelular de la proteina o una
sefial de reclutamiento de otras proteinas. Teniendo en cuenta esto, quisimos analizar el tipo de cadenas
gue se estaban formando en la ubiquitinaciéon de Tip60 previamente detectada. Para ello, se transfectaron
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células A549 con plasmidos que contienen genes de ubiquitina capaces de expresar 5 variantes de la
proteina: pcDNA3-6xHis-Ubiquitina, que expresa una ubiquitina wild type o silvestre; pCDNA3-6x-His-
Ubiquitina-K48R, que presenta la lisina 48 mutada a arginina; pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K63R, en el que la
lisina 63 esta sustituida por arginina; pCMV-His-Ubiquitina-K48, que expresa una ubiquitina en el que todas
las lisinas menos la lisina 48 estan mutadas; y pCMV-His-Ubiquitina-K63, para el cual la ubiquitina tiene
todas las lisinas excepto la 63 mutadas. A partir de los respectivos cultivos celulares, previo bloqueo de la
degradacion proteasomal mediante MG132, se inmunoprecipit Tip60 y mediante western blot se analizaron
los niveles de proteina ubiquitinada (figura 41). Los resultados muestran altos niveles de Tip60
poliubiquitinada a través de la ubiqutina silvestre y los mutantes K63R (lisina 63 mutada a arginina) y K48
(todas las lisinas, a excepcion de la 48, mutadas). Por el contrario, Tip60 incorpora en mucha menor medida
cadenas de poliubiquitina formadas por los mutantes K48R (lisina 48 mutada a arginina) y K63 (todas las
lisinas menos la 63 mutadas). Estos resultados son complementarios entre si e indican que las cadenas de
poliubiquitina que se unen a Tip60 estan formadas por uniones de mondémeros a través de la lisina 48,
responsables, por lo tanto, de promover la degradacion via proteasoma.
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Figura 41. Cadenas de poli-ubiquitina formadas por uniones de monémeros a través de sus lisinas 48 marcan a
Tip60 para su degradacion. Células A549 transfectadas, ademéas de con pCDNA3.1/Tip60-V5, con los plasmidos
pcDNAS3-6xHis-Ubiquitina, pPCDNA3-6x-His-Ubiquitina-K48R, pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K63R, pCMV-His-Ubiquitina-K48
0 pCMV-His-Ubiquitina-K63 se trataron con MG132 (25 puM) durante 12 horas. Posteriormente, a partir del
inmunoprecipitado del Tip60 transfectado, se analizé el grado de ubiquitinacién de la proteina asociada a las diferentes
variantes de ubiquitina. El diagrama de barras de la derecha muestra la cuantificacién de los niveles relativos de Tip60
ubiquitinada.

3.3.4. VRK1 reduce los niveles de Tip60 ubiquitinada en respuesta a dafio génico.

Hasta ahora se ha demostrado, por un lado, que VRK1 aumenta la estabilidad de Tip60 y, por otro,
gue la acetiltransferasa se poliubiquitina para ser degradada via proteasoma. Por lo tanto, parece razonable
pensar que ambos fenémenos estan relacionados entre si. Asi, con el fin de estudiar si existe relacion entre
la actividad de VRK1 y la ubiquitinacién de Tip60 en el contexto de dafio génico, se analizaron mediante
western blot los niveles de Tip60 ubiquitinada tras el tratamiento con doxorrubicina en funcion de la
capacidad de las células para expresar VRK1. Para ello, el plasmido pcDNA3-6xHis-Ubiquitina, que expresa
una ubiquitina silvestre, se transfectd previamente en células A549 tratadas con MG132 y sometidas a 4
condiciones diferentes: (1) presencia de VRK1 y ausencia de dafio; (2) presencia de VRK1 e induccién de
dafio con doxorrubicina durante 2 horas; (3) ausencia de VRK1 y ausencia de dafio; y (4) ausencia de VRK1
e induccion de dafio con doxorrubicina durante 2 horas. Posteriormente, las células se lisaron y se
inmunoprecipité de forma paralela la ubiquitina transfectada o Tip60-V5. Finalmente, se analizaron los
niveles de Tip60 ubiquitinada en cada uno de estos inmunoprecipitados. Tal y como muestra la figura 42,
los niveles de Tip60 ubiquitinada se reducen considerablemente cuando se induce dafio génico y VRK1 se
expresa normalmente en la célula. Sin embargo, bajo la misma condicion de dafio y en ausencia de VRK1,
los niveles de Tip60 ubiquitinada son elevados, similares a los que se pueden observar en células que no
han sido tratadas con doxorrubicina. Por lo tanto, frente a los niveles de ubiquitinacion normales de Tip60
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en las células, en respuesta a dafio génico, dichos niveles se ven significativamente reducidos de forma

VRK1-dependiente, previniendo con ello su degradacion y aumentando la estabilidad de la

acetiltransferasa.
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Figura 42. VRK1 protege a Tip60 de la ubiquitinaciéon en respuesta a dafio génico. Evaluacion del grado de
ubiguitinacién de Tip60 dependiente de VRK1 en respuesta a doxorrubicina (10 pM, 2 horas) en células A549 con

sobreexpresion de Tip60-V5 y ubiquitina y tratadas con MG132 (25 pM, 12 horas).
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3.4. IMPLICACION DE VRK1 EN LA ACTIVIDAD ACETILTRANSFERASA DE TIP60 SOBRE
SUSTRATOS NO CROMATINICOS QUE PARTICIPAN EN LA DDR

Hasta ahora se ha descrito que VRK1 juega un papel fundamental a la hora de posibilitar que Tip60
acetile la lisina 16 de la histona H4 en respuesta a dafio génico. Sin embargo, la actividad acetiltransferasa
de Tip60 no recae Unicamente sobre residuos de histonas, sino que ademas se han descrito mdultiples
sustratos no cromatinicos de Tip60, algunos de ellos también implicados en la DDR. Teniendo en cuenta
esto, quisimos determinar si el papel regulador de VRK1 sobre la actividad acetiltransferasa de Tip60
también tiene efecto sobre alguno de estos sustratos no cromatinicos como son ATM o p53.

3.4.1. VRK1 es fundamental para la acetilacion de ATM mediada por Tip60 y su posterior activacién
en respuesta a dafio génico

Los resultados descritos en el apartado 2.2.4. de esta tesis doctoral demostraban que la fosforilacién
de Tip60 mediada por VRK1 no depende de ATM, siendo un paso previo en la DDR. Por otro lado, se sabe
que ATM necesita ser acetilado por Tip60 en su lisina 3016 con el fin de posibilitar su posterior
autofosforilacion y activacion (Sun et al., 2007). Teniendo en cuenta esto, nuestro siguiente objetivo fue
estudiar si la fosforilacion de Tip60 mediada por VRK1 también es fundamental para la activacion de ATM
cuando se induce dafio génico. Para ello, en primer lugar quisimos confirmar que ATM requiere de la
acetilacion de Tip60 para su posterior autofosforilacion en la serina 1981. Asi, se analizaron mediante
inmunofluorescencia los niveles de ATM fosforilado en respuesta a dafio tras la inhibicién previa de Tip60
con MG149 (figura 43). Este experimento demuestra que la actividad acetiltransferasa de Tip60 era
necesaria para la posterior autofosforilacion de ATM. Sin embargo, la imposibilidad técnica de analizar los
niveles de ATM acetilado mediante inmunofluorescencia impedia confirmar que esta pérdida de su
capacidad autocatalitica estuviera directamente ligada a una reduccion en sus niveles de acetilacion. Por
lo tanto, analizamos por western blot los niveles tanto de ATM acetilado como de ATM fosforilado sujetos
al tratamiento con MG149 (figura 44). Tal y como se puede observar, la actividad de Tip60 en células no
tratadas con MG149 condujo a una acetilacion de ATM tras los primeros minutos de dafio génico, a lo cual
le seguia una posterior autofosforilacion en el residuo 1981. Sin embargo, la inhibicion de la
acetiltransferasa con MG149 impedia tanto la fosforilacion (confirmando los resultados observados por
inmunofluorescencia) como la acetilacion de ATM. Ademas, las cinéticas de acetilacion y autofosforilacién
representadas en la parte B de la figura 44 confirmaban que la acetilacion, disparada tras los primeros 15
minutos de dafio, es previa a la autofosforilacion, que muestra un incremento posterior en sus niveles.
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Figura43. Lainhibicion de la actividad catalitica de Tip60 impide la autofosforilacién de ATM en respuesta a dafio
génico. A. Réplicas de A549 no tratadas o tratadas con el inhibidor de Tip60 MG149 (2 uM, 12 horas) se sometieron a
un tratamiento con doxorrubicina (10 pM) durante dos horas. Mediante inmunofluorescencia se analiz6 el grado de
autofosforilacion de ATM para dichas condiciones. B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia asociada a la
fosforilacion de ATM en su serina 1981 para cada una de las condiciones estudiadas. La significacion estadistica se
calcul6 con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor < 0,001.
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Figura 44. La acetilacién de ATM es necesaria para su posterior autofosforilacién en respuesta a dafio génico.
A. Réplicas de cultivos celulares de A549 a los que, alternativamente, se les trato con MG149 (2 uM) durante 12 horas,
se expusieron a diferentes tiempos de tratamiento con doxorrubicina. Tras esto se analizo el grado de acetilacion y
autofosforilacion de la quinasa a partir de inmunoprecipitados de ATM. B. Cinéticas de acetilacion y autofosforilacién de
ATM obtenidas a partir de la cuantificacion relativa de las intensidades de banda asociadas a cada una de estas
modificaciones post-traduccionales con respecto a la proteina total.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, el siguiente objetivo fue averiguar si, al igual que
ocurria con la acetilacion de la H4K16 (apartado 1.2. de resultados), VRK1 mimetiza el efecto de MG149
sobre la acetilacién y fosforilacion de ATM. Para ello, analizamos por inmunofluorescencia los niveles de
fosforilacion de ATM tras la induccién de dafio génico en células A549 segun fueran capaces o no de
expresar VRK1. Este estudio muestra como el silenciamiento de VRK1 impedia el incremento en los niveles
de pS1981-ATM en respuesta a doxorrubicina que si se observa bajo las mismas condiciones de dafio en
aquellas células que expresaban la quinasa (figura 45).

Seguidamente, analizamos nuevamente por western blot la cinética de acetilacién y fosforilacion de
ATM a lo largo de diferentes tiempos de tratamiento con doxorrubicina, previo silenciamiento de VRK1 con
dos ARNi diferentes (figura 46). Al igual que ocurria en células tratadas con MG149, el silenciamiento de
VRK1 impedia no sélo la fosforilacion, sino también la acetilacion de ATM. De esta manera se concluy6 que
VRK1 es necesario para inducir ambas modificaciones post-traduccionales en ATM.
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Figura 45. VRK1 es necesario para la fosforilacion de ATM en respuesta a dafio génico. A. Evaluacion del grado
de fosforilacion de ATM en respuesta a doxorrubicina (3 pM, 2 horas) en funcion del silenciamiento de VRK1 en células
A549. B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia asociada a la fosforilacion de ATM para cada una de las
condiciones estudiadas. La significacion estadistica se calcul6 con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor
<0,001.
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Figura 46. El silenciamiento de VRK1 impide la acetilacién y posterior autofosforilacion de ATM en respuesta a
dafio génico. A. Evaluacion del grado de acetilacion y fosforilacion de ATM en respuesta a doxorrubicina (10 pM, 2
horas) en funcién del silenciamiento de VRK1 en células A549. B. Cuantificacion de la intensidad relativa de acetilacion
(panel de la izquierda) e intensidad relativa de fosforilacién (panel de la derecha) a lo largo de diferentes tiempos de
tratamiento con doxorrubicina en funcion del silenciamiento de VRK1.

Ademas, con el objetivo de asegurar que la acetilacion de ATM mediada por Tip60 via VRK1 es un
paso previo e independiente a la propia autofosforilacion de la quinasa, se estudiaron por western blot
ambas modificaciones post-traduccionales en respuesta a dafio génico, pero inhibiendo la actividad de ATM
mediante el tratamiento de las células con el inhibidor especifico KU55933 (figura 47). Tal y como era de
esperar, este inhibidor imposibilitaba la autofosforilacion de ATM en su residuo S1981, independientemente
del silenciamiento de VRK1 en la célula. Por el contrario, ATM si que se acetilaba en respuesta a dafio
génico cuando las células eran tratadas con KU55933. Ahora bien, al igual que lo observado en los
experimentos previos, esta acetilacion ocurria Gnica y exclusivamente cuando VRK1 se expresaba
normalmente y no cuando la expresién de esta quinasa era bloqueada mediante un ARNi. Por lo tanto, se
confirmaba de nuevo que la acetilacion de ATM en respuesta a dafio génico, previa a su autofosforilacion
y activacion, depende indirectamente de VRK1. Esto, junto con el hecho de que la fosforilacién y posterior
autoacetilacion de Tip60 también dependen de esta quinasa, constituye un sustento de la hipotesis
planteada por la cual VRK1 estd modulando la actividad de Tip60 no sélo a nivel epigenético, sino también
sobre sustratos no cromatinicos de la DDR.
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Figura47. Laacetilacion de ATM mediada por Tip60 es previa e independiente ala autofosforilaciéon de la quinasa.
Andlisis de la acetilacion de ATM tras la induccion de dafio génico (doxorrubicina, 10uM) en células A549 transfectadas
con siVRK1-02 y tratadas con el inhibidor KU55933 (10 pM, 3 horas).

Tras los resultados obtenidos, quisimos asegurar que la acetilacion y autofosforilacion de ATM eran
debidas a la propia actividad quinasa de VRK1 y no a otros aspectos de VRK1 independientes a dicha
actividad catalitica. Para ello, se llevo a cabo un experimento de rescate de fenotipo mediante la utilizacion
de las dos lineas estables de A549 que expresan bien mMVRK1-WT o bien mVRK1-K179E. En primer lugar,
se bloqued la expresion del VRK1 humano enddgeno en estas lineas celulares, de forma que la actividad
enzimatica asociada a esta quinasa dependiera Unicamente de las variantes murinas. Posteriormente,
ambas lineas celulares se trataron con doxorrubicina y tanto mediante western blot (figura 48, A) como por
inmunofluorescencia (figura 48, B y C) se analizaron los niveles de ATM acetilado y ATM fosforilado. De
esta manera se determind que la actividad catalitica de VRK1 es esencial para inducir el incremento en los
niveles de acetilacion y fosforilacién de ATM tras la induccion de dafio génico, pues la linea celular que
expresa la variante mMVRK1-K179E era incapaz de llevar a cabo estas modificaciones post-traduccionales
sobre ATM al silenciar el VRK1 endégeno.

A siCtrl siVRK1-02

mV- mV- mV- mV-
WT K179E WT K179E

Doxo,10uM(h) 0 2 0 2 0 2 0 2

MVRK1-HA = e o o o o s i — 20
Endog. VRK1 [mm == == = = == —50
Lysate \
Tip60-V5 S s " —" —— e | _ o
B acting e e - e —— ——— __ 37
AC-ATM S e s e e e e e — 250
IP ATM | pSer1981-ATM s == e = == == =0 o5y
ATM  —————— G — — 250
IP Tip60-V5 pSer-Tip60 | == == = —50
Tip60-V5 - — - -

108



Resultados

Ser-1981
B P VRK1 DAPI C
= MVRK1-WT
= MVRK1-K179E
; *kk
=
2| o 100 LSS
é ESS
= 2 g
2 ~ S 80
. 23
& $3
o 60.
[ N . E é
g g3
X 28 404
Xl o =
=| 3 Q8 n.s n.s.
= £ 201
) i i1
SELE SN N S
Doxo 10 uM 0 2 0 2
(horas) siCtrl siVRK1-02
8]
M)
x
L a Doxo (10 pM)
2 D
~ o
g o mMVRKL-WT  mVRK1-KD
-
£ SiCt  siv-02 siCt siv-02
>
S N Doxo, 3uM(horas) 0 2 0 2 0 2 0 2
g o — VRK1 endégeno '— — = = —50
1 ramne
% § B actina -—
=
N

Figura 48. La acetilacion y autosfosforilacion de ATM en respuesta a dafio génico dependen de la actividad
quinasa de VRK1. A. Estudio de la acetilacion y autofosforilacion de ATM en respuesta a dafio génico por doxorrubicina
(10 pM, 2 horas) en las lineas celulares A549-mVRK1 WT y A549-mVRK1 K179E. Como control de la actividad quinasa
de VRK1 para cada una de las variantes, se inmunoprecipité Tip60 de forma paralela a ATM y se analizé su grado de
fosforilacion en respuesta al dafio génico. B. Andlisis de inmunofluorescencia de la capacidad de autofosforilacion de
ATM en respuesta a doxorrubicina 3 uM en las lineas celulares A549-mVRK1 WT y A549-mVRK1 K179E. C.
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia asociada a la fosforilacion de ATM para cada una de las condiciones
estudiadas. La significacion estadistica se calculé con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor < 0,001,
n.s., p-valor > 0,05. D. Control de silenciamiento del VRK1 endégeno como consecuencia de la transfeccion de siVRK1-
02 en las lineas celulares utilizadas.

En base a los resultados anteriores, quisimos confirmar que la acetilacion y posterior
autofosforilacion de ATM dependientes de Tip60 y VRK1 son esenciales para que la PIKK ejerza su funcion
quinasa durante la DDR. Uno de los sustratos directos de ATM es Chk2, quinasa a la que fosforila en su
treonina 68 para posibilitar su posterior activacion. Una vez fosforilada, Chk2 amplifica la respuesta al dafio
génico al fosforilar numerosos sustratos como las fosfatasas Cdc25 o el factor de transcripcion p53.
Teniendo en cuenta esto, células A549 se transfectaron con un siControl o con siVRK1-02. Posteriormente,
previa induccién de dafio génico con doxorrubicina, se analizaron mediante western blot los niveles de
fosforilacion de Chk2 en su treonina 68 (figura 49, parte A). De esta manera observamos que Chk2
Unicamente es fosforilado por ATM en respuesta a dafio cuando VRK1 esté presente en la célula. Ademas,
de igual manera que lo ocurrido con el silenciamiento de VRK1, el tratamiento de las células con el inhibidor
de Tip60 MG149, también bloqueaba la fosforilacién de Chk2 mediada por ATM (figura 49, parte B). Esto
demuestra que las modificaciones post-traduccionales de ATM mediadas por VRK1 y Tip60 (acetilacion y
autofosforilacion) son imprescindibles para la activacion de la quinasa y el desempefio de sus funciones
durante la DDR.
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Figura 49. La fosforilacion de Tip60 mediada por VRK1 es necesaria para la fosforilacion de sustratos de ATM
durante la DDR. A. Estudio de la fosforilacién de Chk2 en respuesta a doxorrubicina (10 uM, 2 horas) en funcién de la
expresion génica de VRK1 en células A549 transfectadas con siCtrl o siVRK1-02. De forma paralela, se analizo la
fosforilacién de Tip60 a partir de un inmunoprecipitado de la proteina como control de la actividad catalitica de VRK1. B.
Andlisis de la fosforilaciéon de Chk2 en respuesta a dafio génico en células A549 con Tip60 inactivada como consecuencia
del tratamiento con el inhibidor MG149 (2 pM, 12 horas). En este caso, se analiz6 de forma paralela la autoacetilacion
de Tip60 como control de la eficacia del inhibidor MG149.

Por ultimo, con el fin de asegurar que la actividad catalitica de VRK1 es necesaria para la actividad
de ATM durante la DDR, se llevé a cabo un estudio de rescate de fenotipo de la fosforilacion de Chk2 en
su treonina 68. Asi, utilizando las lineas A549 estables descritas en otros experimentos de rescate de
fenotipo de esta tesis (MVRK1-WT y mVRK1-K179E), observamos que, al silenciar el VRK1 enddgeno, la
linea que expresa la variante wild type murina de VRK1 era capaz de rescatar la fosforilacion de Chk2
mediada por ATM, mientras que la variante cataliticamente inactiva no posibilitaba dicha fosforilacion en
respuesta a dafo génico (figura 50). De esta manera confirmamos que el proceso de activacion de ATM y
fosforilacion de sus sustratos a lo largo de la DDR requiere de la actividad quinasa de VRK1.
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Figura 50. La actividad quinasa de VRK1 es necesaria para la funcion de ATM durante la DDR. Estudio de la
fosforilacion de Chk2, sustrato de ATM, en respuesta a dafio en funcién de la actividad quinasa de VRK1. Para ello, se
utilizaron dos lineas celulares de A549 diferentes: A549-mVRK1 WT y A549-mVRK1 K179E, previamente transfectadas
con siVRK1-02 para bloquear la expresion del VRK1 endégeno y analizar exclusivamente el efecto de cada una de las
variantes murinas de la quinasa.
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3.4.2. La quinasa VRK1 no es necesaria para la acetilacion de p53 mediada por Tip60 durante la
respuesta al dafio génico

Junto con ATM, el factor de transcripcion p53 es otro de los sustratos de Tip60 durante la DDR, al
cual acetila en su lisina 120 (Sykes et al., 2006). Teniendo en cuenta esto, quisimos determinar si VRK1
también esta implicado en regular la acetilacion de p53 mediada por Tip60.

En primer lugar, realizamos un experimento confirmatorio de que Tip60 es responsable de la
acetilacion de p53 en la lisina 120 tras la induccion de dafio génico. Para ello, células A549 privadas de
suero fueron tratadas con MG149, el inhibidor de Tip60, durante 12 horas. Ademas, transcurridas 10 horas
de tratamiento con MG149, tanto las células sujetas a este tratamiento como las células control no tratadas,
se incubaron con doxorrubicina a lo largo de las 2 horas restantes. Posteriormente, se analiz6 mediante
western blot los niveles de acetilacién de p53 en la lisina 120 para ambas condiciones (figura 51, parte A).
Tal y como se puede observar, el hecho de que el tratamiento con MG149 imposibilite la acetilacién de p53
confirman la necesidad de Tip60 para llevar a cabo dicha modificaciéon post-traduccional. A continuacion,
centramos el objetivo en determinar el papel de VRK1 en esta acetilacién de p53 dependiente de Tip60.
Asi, silenciamos VRK1 en A549 y comparamos mediante western blot los niveles de acetilacion de p53 en
estas células respecto a aquellas en las que VRK1 no habia sido silenciado. Se observé que p53 es
acetilado por Tip60 en respuesta a dafio independientemente de si la expresion de VRK1 ha sido bloqueada
(figura 51, B). Por lo tanto, a diferencia de lo ocurrido sobre otros sustratos de Tip60 tales como la H4K16
0 ATM, VRK1 no es necesario para la acetilacién de p53 en su lisina 120.
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Figura 51. VRK1 no interfiere en la acetilacion de p53 mediada por Tip60 durante la respuesta al dafio génico. A.
Tip60 es responsable de acetilar la lisina 120 de p53 en respuesta a dafio génico. Se indujo dafio génico con
doxorrubicina (10 pM, 2 horas) en células A549 previamente tratadas con el inhibidor MG149 (2 uM, 12 horas). A partir
del inmunoprecipitado de p53, se analiz6 el grado de acetilacion de la proteina tanto en células con Tip60 activo como
en células tratadas con MG149. La acetilacion de Tip60 analizada a partir de un inmunoprecipitado independiente de la
proteina se utiliz6 como control de eficacia del inhibidor MG149. B. Analisis de la acetilacién de p53 en respuesta a
doxorrubicina (10 pM, 2 horas) en funcion de la expresion génica de VRK1 en células A549 transfectadas con siCtrl o
siVRK1-02. De forma paralela, se analiz6 la fosforilaciéon de Tip60 a partir de un inmunoprecipitado de la proteina como
control de la actividad catalitica de VRK1.
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4. IDENTIFICACION DEL RESIDUO DE TIP60 FOSFORILADO
POR VRK1 EN RESPUESTA A DANO GENICO

En el apartado 2 de resultados de esta tesis doctoral se ha demostrado que VRK1 fosforila a Tip60
tras los primeros minutos de la aparicion de dafio génico en la célula. Sin embargo, la deteccion, mediante
western blot, de esta modificacion post-traduccional en Tip60 se realizé a partir del inmunoprecipitado de la
acetiltransferasa utilizando un anticuerpo genérico capaz de detectar cualquier serina o treonina fosforilada.
Por lo tanto, el residuo (o residuos) diana especifico de Tip60 que es fosforilado por VRK1 en respuesta a
dafio no pudo ser determinado en los experimentos anteriores. Teniendo en cuenta esto, nuestro siguiente
objetivo fue identificar el residuo de fosforilacién de Tip60 dependiente de VRK1.

4.1. VRK1 NO FOSFORILA A LA SERINA 86 NI A LA SERINA 90 DE TIP60 EN EL CONTEXTO DEL
DANO GENICO BAJO LAS CONDICIONES ESTABLECIDAS

Dos de los sitios de fosforilacién de Tip60 mejor caracterizados son la serina 86 y la serina 90. A pesar
de que se han descrito quinasas especificas capaces de fosforilar ambos residuos, nos planteamos la
posibilidad de que VRK1 también pudiera llevar a cabo esta modificacion post-traduccional sobre alguno de
estos dos residuos en el contexto del dafio génico. Para verificar esto utilizamos, ademas de la version wild
type de Tip60, dos mutantes diferentes, expresados en las células mediante la transfeccion del plasmido
correspondiente: pcDNA3.1/V5-His Tip60-S86A, que expresa un mutante de Tip60 en el que la serina 86
esta sustituida por alanina (no fosforilable) y pcDNA3.1/V5-His Tip60-S90A, en el que la serina 90 esta
sustituida por alanina. Teniendo en cuenta esto, en primer lugar quisimos averiguar si el complejo basal
formado por VRK1 y Tip60 se veia alterado cuando alguna de estas serinas estaba mutada. Asi, se
inmunoprecipité el mutante de Tip60 correspondiente y se analizé6 mediante western blot la presencia de
VRK1 en el inmunoprecipitado. Los resultados mostrados en la parte A de la figura 52 indican que la
interaccion de VRK1 con Tip60 no se ve afectada en ausencia de dafio cuando la serina 86 o la serina 90
de la acetiltransferasa estan sustituidas por alaninas. Seguidamente, analizamos de la misma manera dicha
interaccion en el contexto de dafio génico. Para ello, previo a la inmunoprecipitacion de los mutantes de
Tip60, las células se trataron con doxorrubicina a lo largo de diferentes tiempos. Tal y como ocurria con
Tip60-WT, la interaccion entre VRK1 y Tip60-S86A o Tip60-S90A aumentaba ligeramente tras los primeros
minutos de dafio para posteriormente volver a disminuir hasta niveles basales (figura 52, parte B).
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Figura 52. Mutantes de Tip60 no fosforilables en la S86 o S90 mantienen la interacciéon con VRK1 de forma
idéntica a Tip60 wild type. A. VRK1 forma complejos basales con los mutantes de Tip60 S86A y S90A transfectados
en células A549, al igual que con Tip60 wild type. B. Células A549 transfectadas con los mutantes de Tip60 S86A
(izquierda) o S90A (derecha) fueron tratadas con doxorrubicina 10 uM a lo largo de diferentes tiempos para analizar
mediante western blot la interaccion de los mismos con VRK1 a lo largo de la respuesta a dafio génico.

Una vez concluido que la formacién y las dindmicas del complejo VRK1-Tip60 no dependen de las
serinas 86 y 90 de la acetiltransferasa, quisimos averiguar si VRK1 era capaz de fosforilar a los mutantes
no fosforilables para estos residuos. Para ello, en primer lugar se realizé un ensayo de fosforilacion in vitro
utilizanado proteinas purificadas. El andlisis de la fosforilacion, a través de un anticuerpo dirigido a residuos
de serina fosforilados, muestra que los mutantes de Tip60 S86A, S90A y S86/90A son fosforilados in vitro
por VRK1 en proporciones similares a Tip60 wild type (figura 53). A continuacion, quisimos estudiar si esta
fosforilacion también tenia lugar in vivo como respuesta a dafio génico por parte de las células. Asi, los
diferentes mutantes de Tip60 se transfectaron en células A549 que posteriormente eran tratadas con
doxorrubicina. Las variantes de Tip60 se inmunoprecipitaron y se analiz6 el grado de fosforilacién de cada
una de ellas mediante western blot. Los resultados representados en la figura 54 (parte A) muestran que
cada uno de los mutantes no fosforilables de Tip60 para la S86 o S90 son igualmente fosforilados en
respuesta a dafo. Esto indica que la acetiltransferasa esta siendo fosforilada en otro residuo diferente.
Finalmente, para confirmar que la fosforilacién detectada en estos mutantes depende de VRK1, se realiz6
un nuevo estudio de fosforilacién in vivo en respuesta a doxorrubicina previo silenciamiento de la quinasa
mediante un ARNi especifico (figura 54, parte B). Tal y como ocurre con Tip60-WT, la fosforilacion de los
mutantes de Tip60 estudiados se perdia cuando VRK1 era silenciado. Teniendo en cuenta todo esto,
concluimos que VRK1 no fosforila a la serina 86 ni a la serina 90 de Tip60 durante la respuesta al dafio
génico.

TippOWT - + + - - -

Tip60 S86A . - _

TipB0 S90A - - - -+ -

Tips0 S86A/S9A - - - - -
VRKI + = ¢+ o+ 4o
pser-Tipso  [IIEEEEEEE
Tip60-V5 |50
VRK1-GST 50

Figura 53. Fosforilacién in vitro de mutantes S86A y S90A de Tip60 por VRKL1. Diferentes variantes de Tip60,
previamente purificadas, fueron incubadas con VRK1-GST bajo condiciones promotoras de la fosforilacion (presencia de
ATP a 37°C durante 1 hora). Tras la incubacion, se analizé el grado de fosforilacién de cada una de las variantes por
western blot.
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Figura 54. Fosforilacion in vivo de mutantes S86A y S90A de Tip60 por VRK1. A. Células A549 transfectadas con
Tip60-V5 S86A o Tip60-V5 S90A y cultivadas en ausencia de suero fueron tratadas con doxorrubicina 10 uM a lo largo
de diferentes tiempos para, posteriormente, analizar mediante western blot la capacidad celular para fosforilar cada uno
de los mutantes durante la DDR. B. Estudio del efecto del silenciamiento de VRK1 en células A549 sobre la fosforilacion
de los mutantes de Tip60 S86A y S90A en respuesta a dafio génico.

4.2. LAS SERINAS 155, 190 Y 199 Y LA TREONINA 158 DE TIP60 SON RESIDUOS CANDIDATOS A
SER FOSFORILADOS POR VRK1

Una vez descartadas las serinas 86 y 90 de Tip60 como dianas de fosforilacion de VRK1, nuestro
siguiente objetivo fue identificar otros residuos de la acetiltransferasa que son candidatos a ser fosforilados
por una casein quinasa en general y por VRK1 en particular. Para ello, en primer lugar realizamos una
aproximacion in silico que nos permitiera acotar los posibles candidatos utilizando la herramienta
bioinformatica NetPhos 3.1. En la tabla 12 se muestran, de entre todos los residuos de Tip60, aquellos con
mayor susceptibilidad a ser fosforilados por miembros de la familia de las casein quinasas | de acuerdo con
el algoritmo del programa. Entre ellos, la S86 fue descartada, gracias a los experimentos del apartado
anterior, como residuo diana de VRKL1. Para el resto de candidatos se realizé una segunda criba utilizando
la herramienta bioinformatica Phosphosite plus, que, a diferencia del programa anterior, muestra una
puntuacion para residuos fosforilables en base a experimentos de espectrometria de masas (HTP) y otras
técnicas de identificacion de péptidos fosforilados menos eficientes (LTP), centrando el interés, por lo tanto,
en fosforilaciones que realmente ocurren en la naturaleza. De esta manera, tal y como se muestra en la
tabla 13, de entre todos los residuos identificados anteriormente, Unicamente los residuos S155, T158, S190
y S199 obtuvieron una valoracion adecuada como candidatos a ser fosforilados.
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Tabla 12. Puntuaciones (scores) asignadas por la herramienta bioinforméatica NetPhos 3.1. a los diferentes
residuos de Tip60 candidatos a ser fosforilados en base a un algoritmo propio por algin miembro de la familia de
las caseina quinasas 1, dentro de la cual se incluyen los miembros de la subfamilia VRK.

Residuos de Tip60 candidatos a ser

fosforilados por CKl segun el
programa Netphos 3.1.

Residuo Score
Serina 86 0,491
Serina 155 0,375
Treonina 158 0,369
Serina 168 0,367
Serina 190 0,360
Treonina 195 0,369
Serina 199 0,545
Serina 202 0,596
Serina 218 0,445
Serina 221 0,490
Treonina 342 0,471
Serina 393 0,524
Serina 445 0,592

Tabla 13. Puntuaciones HTP y LTP asignadas por la herramienta bioinformatica Phosphosite plus a diferentes
residuos de Tip60 cuya fosforilacion in vivo ha sido identificada a partir de diferentes técnicas. En base a esto, la
valoracion HTP asigna un punto por cada estudio que ha identificado fosforilacion en el residuo correspondiente
a través de espectrometria de masas, mientras que la valoracion LTP establece se basa en la identificacion de
la fosforilacion del residuo por técnicas menos precisas como western blot.

Residuos de Tip60 candidatos a ser fosforilados por

VRK1 segun el programa Phosphosite plus

Residuo HTP Score LTP Score

Serina 155 10 0
Treonina 158 6 2
Serina 190 14 0
Serina 199 26 0

En base a estos resultados, los 4 residuos mencionados se seleccionaron como posibles candidatos
a constituir elllos sitio/s de Tip60 fosforilado/s por VRK1. Asi, se decidi6 generar mediante mutagénesis
dirigida mutantes no fosforilables (el residuo especifico sustituido por alanina) para cada uno de los residuos
S155, T158, S190 y S199. Una vez realizada la mutagénesis y corroborado el éxito de la misma mediante
secuenciacion, se procedid a analizar la eficiencia de expresién de cada uno de estos mutantes
transfectando células A549 (figura 55). Tal y como se puede observar, la expresion de los mutantes es
eficiente para dosis de transfeccion bajas (1-2 pg). Cabe destacar, a modo de excepcion, el mutante T158A,
cuya expresion bajo esas cantidades no es eficiente, siendo necesario transfectar hasta 8 pg del plasmido
correspondiente para lograr obtener niveles proteicos adecuados en el western blot.
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Figura 55. Andlisis de expresion de los mutantes de Tip60 S155A, T158A, S190A y S199A generados por mutagénesis
dirigida y transfectados en células A549 a diferentes dosis crecientes (0, 1, 2, 4y 8 pg).

4.3. LOS MUTANTES DE TIP60 T158A Y S199A NO SE FOSFORILAN TRAS DOS HORAS DE
INDUCCION DE DANO GENICO CON DOXORRUBICINA

Una vez generados los mutantes no fosforilables de Tip60 para los 4 residuos candidatos, decidimos
analizar el nivel de fosforilacion de cada uno de ellos en respuesta a dafio génico. Asi, en primer lugar se
privé de suero a células A549. Posteriormente, se transfectaron los plasmidos correspondientes y las
células se trataron con doxorrubicina a lo largo de dos horas. En la figura 56 se muestra como los mutantes
Tip60-S155A y Tip60-S190A, ademas de los mutantes Tip60-S86A y Tip60-S90A estudiados anteriormente
y el Tip60-WT (a modo de control), se fosforilan en respuesta al dafio génico inducido por la doxorrubicina.
Por lo tanto, dado que la fosforilacién en estos mutantes sigue teniendo lugar, los residuos modificados en
cada uno de éstos (S86, S90, S155 y S190, respectivamente) no constituyen la diana de fosforilaciéon. Por
el contrario, los mutantes de Tip60 T158A y S199A no se fosforilaban tras la induccion de dafio. La
interpretacion de este resultado sugiere que los residuos no mutados correspondientes (treonina 158 y
serina 199) se fosforilan en respuesta a dafio génico y que dichas fosforilaciones son, de alguna manera,
dependientes la una de la otra, pues en caso contrario deberiamos ser capaces de detectar la fosforilacion
asociada al residuo no modificado en los respectivos mutantes (la fosforilacion de la S199 en el mutante
T158A y la fosforilacion de la T158 en el caso del mutante S199A).
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Figura 56. Andlisis de la fosforilacion de diferentes mutantes de Tip60 en respuesta a dafio génico. Mutantes no
fosforilables de Tip60 se transfectaron en células A549 privadas de suero que, 48 horas post-transfeccion, se trataron
con doxorrubicina (10 pM, 2 horas). Posteriormente, se analizé el grado de fosforilacion de cada mutante a partir del
inmunoprecipitado correspondiente.
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4.4. LA TREONINA 158 Y LA SERINA 199 SON LOS UNICOS RESIDUOS DE TIP60 FOSFORILADOS
EN RESPUESTA A DANO GENICO

Llegados a este punto, confirmamos que Tip60 no se fosforila en un Unico residuo tras la induccién de
dafio génico. A pesar de que la T158 y la S199 se fosforilan bajo estas condiciones de dafio y que ambas
fosforilaciones parecen ser dependientes, los resultados anteriores no esclarecen si existe algin residuo
mas que pueda ser fosforilado, también de manera dependiente, durante la respuesta al dafio génico. Por
ello, decidimos generar, mediante mutagénesis dirigida, mutantes fosfomiméticos para ambos residuos, en
los cuales el residuo en cuestion es sustituido por acido aspartico, mimetizando la carga negativa propia de
la fosforilacion (T158D y S199D). Del mismo modo, generamos las 4 combinaciones posibles de mutantes
dobles para estos residuos (T158A/S199D, T158D/S199A, T158D/S199D y T158A/S199A). Una vez
confirmadas las dosis Optimas de expresion de cada uno de estos mutantes (figura 57), se estudio la
capacidad de cada uno de ellos para ser fosforilado in vivo tras el tratamiento de células A549 con
doxorrubicina. Tal y como se puede observar en la figura 58, cada uno de los mutantes simples
fosfomiméticos (T158D y S199D) recuperan la fosforilacion de Tip60 que se perdia en los respectivos
mutantes no fosforilables (T158A y S199A). Esto apoya la hip6tesis de que ambos residuos, la T158 y la
S199, se fosforilan en respuesta a dafio, aunque no descarta la existencia de otros residuos de Tip60
también fosforilados bajo estas circunstancias. Sin embargo, el estudio de fosforilacion de los dobles
mutantes (figura 59) revelé una pérdida total de fosforilacion en cada uno de ellos en respuesta a dafio
génico. De esta manera queda confirmado que la T158 y la S199 son los Unicos residuos fosforilables por
Tip60 en respuesta a dafio génico bajo las condiciones establecidas, pues en caso contrario, deberia
detectarse la fosforilacion del/los residuo/s no mutados en cada uno de estos dobles mutantes.
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Figura 57. Analisis de expresién de los mutantes simples de Tip60 T158D y S199D y los dobles mutantes T158A/S199D,
T158D/S199A, T158A/S199A y T158D/S199D generados por mutagénesis dirigida y transfectados en células A549 a
diferentes dosis (0, 1, 2, 4y 8 ug).
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Figura 59. Estudio de la fosforilacién en dobles mutantes de Tip60. Los cuatro mutantes dobles para los residuos
T158 y S199 de Tip60 se transfectaron en células A549 que, 48 horas de post-transfeccién, fueron tratadas con
doxorrubicina (10 pM, 2 horas). Después, las células se lisaron y los diferentes mutantes se inmunoprecipitaron a partir
de los extractos correspondientes. Finalmente, se analiz6 el grado de fosforilacién de cada uno de los mutantes bajo las
condiciones establecidas.

4.5. LA FOSFORILACION EN LA T158 DE TIP60 ES PREVIA A LA FOSFORILACION DE LA S199
DURANTE LA RESPUESTA AL DANO GENICO

Dado que las dos fosforilaciones identificadas parecian ser mutuamente dependientes, nuestro
siguiente objetivo fue caracterizar las cinéticas de fosforilacion de Tip60 para los residuos correspondientes
(T158 y S199) y tratar de aportar asi una primera aproximacion al mecanismo que permitiera explicar este
fenémeno. Para ello, utilizamos los mutantes fosfomiméticos correspondientes (T158D y S199D). De esta
forma, una de las dos fosforilaciones de Tip60 queda mimetizada por el residuo de aspartico y la sefial de
fosforilacion detectada por western blot en respuesta a dafio corresponderia Unicamente a la del residuo no
modificado. Los resultados de este estudio se muestran en la figura 60. Como se puede observar, para el
mutante T158D, la sefial de fosforilacion, que corresponde por lo tanto a aquella ocurrida en la S199,
aumenta progresivamente a medida que el tiempo de tratamiento con doxorrubicina también aumenta. Por
el contrario, la fosforilacién en el mutante S199D, asociada al residuo T158, no aumenta de forma
proporcional al tiempo de tratamiento; en este caso, la fosforilacion aumenta significativamente tras los
primeros minutos de tratamiento (5-15 minutos) para posteriormente ir disminuyendo progresivamente
hasta que la sefial desaparece en la tercera hora de dafio con doxorrubicina. Con estos resultados
concluimos que la T158 es el primer residuo de Tip60 en ser fosforilado, seguido de una posterior
fosforilacion de la S199.
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Figura 60. Analisis de la fosforilacion de los residuos T158 y S199 de Tip60 a lo largo del tiempo durante la DDR.
Cinéticas de fosforilacion de los mutantes T158D y S199D en respuesta al tratamiento con doxorrubicina en células A549.
La cuantificacién relativa de los niveles de fosforilacion para cada uno de los tiempos establecidos aparece indicada
debajo de los western blots.
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4.6. LA FOSFORILACION DE TIP60 EN SU RESIDUO S199 ES DEPENDIENTE DE LA
FOSFORILACION PREVIA EN LA T158 PERO NO VICEVERSA

En base a lo descrito anteriormente, los mutantes no fosforilables en los que la T158 o la S199 son
sustituidas por alanina parecen imposibilitar la fosforilacion del residuo alternativo no modificado. Estos
estudios de fosforilacién se realizaron a tiempos fijos de dos horas de tratamiento con doxorrubicina. Sin
embargo, en el apartado anterior (figura 60), hemos observado que en el caso del mutante Tip60-S199D,
la fosforilacion en la T158, que tiene lugar tras los primeros minutos de induccién del dafio, practicamente
desaparece para estos tiempos mas largos de tratamiento. Debido a esto, decidimos estudiar las cinéticas
de fosforilacion para los mutantes T158A y S199A a lo largo de diferentes tiempos de tratamiento ante la
posibilidad de que dicha fosforilacién no sea detectable tras dos horas de tratamiento, pero si lo sea anterior
o posteriormente. Tal y como se puede observar en la figura 61, el mutante T158A, en contraposicion a su
mutante antagonista T158D, no experimenta ninguna fosforilacion a lo largo de los tiempos estudiados. Por
el contrario, el mutante S199A, para el cual no se detectd fosforilacién en los experimentos previos con 2
horas de tratamiento, si se fosforila tras los primeros minutos de dafio génico. Por lo tanto, la hipétesis inicial
de que ambas fosforilaciones son mutuamente dependientes quedaba descartada y se concluia que la
fosforilacion en la T158 ocurre en primer lugar y de forma independiente a cualquier otra fosforilacion,
mientras que aquella ocurrida en la S199 constituye una modificacion posterior y dependiente de la
fosforilacion previa en la T158. Ahora bien, cabe destacar que, a diferencia de lo que ocurria con el mutante
S199D en el que la fosforilacién en la T158 era detectable tras dos horas de tratamiento, dicha fosforilacion
se mantiene mucho menos en el tiempo a lo largo de la DDR para el mutante S199A.
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Figura 61. Estudio de lainterdependencia existente entre las fosforilaciones de los residuos T158 y S199 de Tip60
durante la DDR. Células A549 transfectadas con el mutante T158A (izquierda) o S199A (derecha) de Tip60 fueron
sometidas a diferentes tiempos de tratamiento con doxorrubicina (10 pM). Después, a partir del inmunoprecipitado de
cada uno de los mutantes, se estudio si existe fosforilacion en el residuo no mutado cuando la fosforilacion en el residuo
sobre el que recae la mutacion esta imposibilitada.

4.7. VRK1 FOSFORILA A TIP60 EN LA T158 PERO NO EN LA S199 DURANTE LA RESPUESTA AL
DANO GENICO

Una vez identificados los residuos de fosforilacion de Tip60 en respuesta a dafio génico y habiendo
determinado previamente que VRK1 es fundamental para la fosforilacion de Tip60 en este contexto,
decidimos estudiar cual/es de los residuos identificados constituye realmente una diana de VRK1. Para ello,
analizamos la fosforilacidn de los diferentes mutantes fosfomiméticos y no fosforilables generados para los
residuos T158 y S199 en células A549 en las que, previamente a la induccién de dafio, se ha silenciado
VRK1 mediante ARNi especificos (figura 62). Cabe destacar que el tiempo de tratamiento con doxorrubicina
(10 pM) empleado en este experimento fue de 30 minutos, ya que, de acuerdo con las cinéticas de
fosforilacion de los diferentes mutantes previamente analizadas (figuras 60 y 61), es el tiempo en el que la
fosforilacion en ambos residuos (T158 y S199) confluye y es detectable mediante western blot. Los
resultados muestran, tal y como era de esperar, como el mutante de Tip60 T158A, que no se fosforilaba en
ningun caso en presencia de VRK1, tampoco se fosforila en ausencia de la quinasa. Por su parte, el mutante
fosfomimético para la T158 (Tip60-T158D), el cual si era fosforilado en respuesta a dafio, mantiene sus
niveles de fosforilacion tras el silenciamiento de la quinasa. Esto indica que la fosforilacion en la S199,
residuo al cual esta asociada la sefial de fosforilacion en este mutante, no es llevada a cabo por VRK1. Por
otro lado, los mutantes de Tip60 S199A y S199D, ambos fosforilados tras 30 minutos de induccién de dafio
en presencia de VRK1, pierden dicha fosforilacién cuando VRK1 no esta presente en la célula. Por lo tanto,
la T158 constituye el residuo diana de VRKL1 en la acetiltransferasa, siendo dicha fosforilacion necesaria,
tal y como se ha demostrado en el apartado anterior, para la posterior fosforilacion de la S199 en un proceso
que no es catalizado por VRK1.
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Figura 62. VRK1 es responsable de la fosforilacién de la T158 y no de la S199 de Tip60 en respuesta a dafio
génico. Diferentes réplicas de A549 fueron transfectadas con siControl o siVRK1-02. Posteriormente, cada una de ellas
fue transfectada bien con Tip60-V5 wild type o bien con uno de los cuatro mutantes simples para los residuos estudiados
(T158A, T158D, S199A o0 S199D). Finalmente, todas las muestras se sometieron a un tratamiento con doxorrubicina (10
HM) durante 30 minutos y a partir del inmunoprecipitado de cada uno de los mutantes, se analiz6 su grado de fosforilacion.

Con el fin de confirmar los resultados anteriores y determinar, al mismo tiempo, si VRK1 esté afectando
a las cinéticas de fosforilacion de los mutantes T158D y S199D, células transfectadas con dichos mutantes
y en las que la expresion de VRK1 se bloque6 mediante ARNI, fueron tratadas con doxorrubicina a lo largo
de diferentes tiempos. Tras esto, se analiz6 mediante western blot la fosforilacién de los mutantes para
dichos tiempos (figura 63). Los resultados muestran como en el caso del mutante T158D, la fosforilacion
aumenta progresivamente a medida que el tiempo de tratamiento aumenta, siguiendo una cinética similar
a la llevada a cabo en presencia de VRK1. De esta manera, se demuestra nuevamente que la fosforilacion
en la S199 asociada al mutante T158D no es llevada a cabo por VRK1. Por su parte, el mutante S199D,
gue en presencia de VRK1 experimentaba una rapida fosforilacién tras los primeros minutos de tratamiento,
perdia la sefial de fosforilacion cuando la expresién de VRK1 estaba bloqueada a nivel celular. Ademas,
esta fosforilacion no se recuperaba para ninguno de los tiempos analizados. Esto confirma que la
fosforilacion de la T158 es llevada a cabo por VRK1 y que no existe ninguna otra quinasa con actividad
redundante capaz de rescatar dicha modificacion post-traduccional a lo largo de la DDR cuando VRK1 no
esta presente en la célula.
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Figura 63. VRK1 no es necesario parala cinética de fosforilacién de la S199 en Tip60-T158D pero es fundamental
para la fosforilacién del mutante S199D a lo largo de la DDR. Células A549 con la expresion de VRK1 silenciada a
través de siVRK1-02y, tras 24 horas, transfectadas con el mutante de Tip60 T158D (A) o S199D (B) fueron tratadas con
doxorrubicina (10 uM) a lo largo de los tiempos indicados. Mediante western blot, a partir de la inmunoprecipitacion del
mutante correspondiente, se analizaron las cinéticas de fosforilacion.
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4.8. LA FOSFORILACION DE LA S199 DE TIP60 DURANTE LA RESPUESTA AL DANO NO ES
LLEVADA A CABO POR ATM NI POR MIEMBROS DE LA FAMILIA DE QUINASAS JNK

Llegados a este punto, quisimos tratar de averiguar la quinasa que pudiera llevar a cabo la fosforilacién
de la S199 que, como se ha visto anteriormente, depende de la fosforilacién previa en la T158 pero no es
catalizada por VRK1.

Nuestro primer candidato fue ATM, ya que se trata de una quinasa que actla en etapas mas tardias
durante la DDR, siendo esto compatible con el hecho de que la fosforilacién en la S199 es posterior a la
que ocurre en la T158. Asi, analizamos mediante western blot los niveles de fosforilacion del mutante T158D
en respuesta a dafio génico en células A549 en las que ATM habia sido previamente bloqueado mediante
el tratamiento con el inhibidor especifico KU55933. Este estudio se realizé, ademas, tanto en presencia
como en ausencia de VRK1 (figura 64, parte A). Tal y como se puede observar, en ausencia del tratamiento
con KU55933, ATM aparece autofosforilado y, por lo tanto, activado, independientemnte del silenciamiento
de VRK1. Esto podriaindicar que el efecto mimético de este mutante de Tip60 sobre la T158 fuera suficiente
para activar a ATM que, posteriormente y de acuerdo con nuestra hipotesis, fosforilaria a la S199, tal y
como se observa en el inmunoprecipitado de la acetiltransferasa. Sin embargo, el tratamiento con KU55933,
el cual fue eficaz en la inhibicion de la autofosforilacion y posterior activacion de ATM, no afecté a la
fosforilacion de la S199 en el mutante Tip60-T158D en respuesta a dafio, independientemente del
silenciamiento de VRK1. Por lo tanto, queda descartada la hipétesis anterior, demostrandose que la
fosforilacion en la S199 es previa e independiente a la activacion de ATM.

Con el fin de confirmar el resultado anterior, decidimos analizar la fosforilacion del mutante de Tip60
T158D en células HT144 (ATM -/-). Para ello, estas células, bien con VRK1 silenciado o bien sin alterar la
expresion de VRK1, se transfectaron con el mutante y, posteriormente, se trataron con doxorrubicina. A
partir del inmunoprecipitado de la acetiltransferasa, se analiz6 mediante western blot su estado de
fosforilacion, el cual se veia incrementado en respuesta a dafio génico tanto en presencia como en ausencia
de VRK1. De esta forma confirmamos que la fosforilacién en la S199 que tiene lugar en este mutante no es
llevada a cabo por ATM (figura 64, parte B).
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Figura 64. ATM no fosforila a la S199 de Tip60 en respuesta a dafio génico. A. Estudio del efecto de la inhibicién de
ATM sobre la fosforilacion del mutante de Tip60 T158D en respuesta a dafio génico en células A549 transfectadas con
siControl o con siVRK1-02. B. Fosforilacién del mutante T158D de Tip60 en respuesta a dafio génico en células HT144
(ATM -/-) en funcion del silenciamiento de VRK1.
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Llegados a este punto, planteamos la posibilidad de que la fosforilacion en la S199 de Tip60 fuera
llevada a cabo por JNK, ya que es un miembro de la familia de las MAP quinasas que esta implicado en la
respuesta al dafio génico favoreciendo, principalmente, el desencadenamiento de la apoptosis celular (Roos
y Kaina, 2006). Para comprobar esta hipétesis, siguiendo la misma perspectiva que en el experimento
anterior, analizamos mediante western blot la fosforilacién de Tip60-V5 T158D en respuesta a dafio génico
en células A549 en las que la actividad de JNK habia sido bloqueada mediante el tratamiento con el inhibidor
especifico e irreversible JNK-IN-8, impidiendo la fosforilacion tanto de JNK-3 como c-Jun (figura 65). El
tratamiento con este inhibidor no supuso una pérdida de la fosforilacion del mutante de Tip60 T158D en
respuesta a dafio génico, independientemente del silenciamiento de VRK1. Por lo tanto, JNK tampoco es
la quinasa implicada en la fosforilacion de la S199 de Tip60 durante la DDR.
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Figura 65. JNK no fosforila a la S199 de Tip60 durante la DDR. Células A549 transfectadas con siControl o siVRK1-
02 y, posteriormente, con el mutante T158D de Tip60, fueron tratadas con doxorrubicina (10 pM, 2 horas) o con la
combinacién del inhibidor de INK JNK-IN-8 (3 uM, 6 horas) y doxorrubicina (10 pM, 2 dltimas horas de tratamiento con
JNK-IN-8). Posteriormente, se inmunoprecipité el mutante de Tip60 para analizar mediante western blot su estado de
fosforilacion en respuesta a cada uno de los tratamientos.
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5. CARACTERIZACION DE LAS FOSFORILACIONES DE TIP60
IDENTIFICADAS EN RESPUESTA A DANO GENICO

Tras identificar a los residuos T158 y S199 como nuevas dianas de fosforilacion de Tip60 durante la
DDR, nuestro siguiente objetivo fue tratar de esclarecer cuales son las implicaciones bioldgicas de cada
una de estas fosforilaciones sobre Tip60. Para ello, siguiendo el modelo de experimentos realizados en el
apartado 3 de resultados de esta tesis doctoral, quisimos identificar el efecto que los diferentes mutantes
de Tip60 generados para dichos residuos tienen sobre la actividad, localizacién y estabilidad de la
acetiltransferasa.

5.1. EFECTO DE LAS FOSFORILACIONES EN LA TREONINA 158 Y LA SERINA 199 SOBRE LA
ESTABILIDAD DE TIP60

Tal y como se ha visto anteriormente, VRK1 protege a Tip60 wild type de su ubiquitinacion y
degradacion via proteasoma. Teniendo en cuenta esto, planteamos la posibilidad de que alguna de las
fosforilaciones identificadas y asociadas directa e indirectamente a la quinasa, estuviera implicada en esta
estabilizacion de Tip60 y proteccion frente a su degradacién. Asi, en primer lugar, tal y como hicimos con
el Tip60 wild type, decidimos analizar la estabilidad de los diferentes mutantes de Tip60 en células A549
tratadas con cicloheximida a lo largo de diferentes tiempos en funcién de la presencia o ausencia de VRK1
en las células (figura 66). Resultd que los mutantes no fosforilables Tip60-T158A y Tip60-S199A mostraban
una gran inestabilidad no s6lo cuando VRK1 era silenciado a través de un ARNi especifico, sino también
cuando VRK1 se expresa normalmente. Esto parece indicar que ambas fosforilaciones en la T158 y la S199
son importantes para la estabilidad de Tip60. Para corroborar esto, se analizo la estabilidad de los mutantes
fosfomiméticos Tip60-T158D y Tip60-S199D. Los resultados presentados en la parte B de la figura 66
indicaban que, en efecto, el mutante Tip60-T158D es altamente estable incluso tras el silenciamiento de
VRK1. Dos interpretaciones son compatibles en base a este resultado. Por un lado, el aumento de
estabilidad de este mutante podria deberse a la sustitucion de la treonina 158 por aspartico, de forma que
el efecto mimético de la fosforilacion en este residuo aporte la estabilidad a la proteina. Por otro lado, se
podria deducir que dado que la fosforilacion en la S199 es dependiente de una fosforilacion previa en la
T158 (mimetizada en este mutante) y que, ademas, dicha fosforilacion en la S199 no es llevada a cabo
directamente por VRK1, la quinasa implicada sea capaz de fosforilar a Tip60 en la S199 y sea esta
fosforilacion la que confiera la estabilidad a Tip60. Los resultados obtenidos para el mutante Tip60-S199D
(panel de la derecha de la figura 66, parte B) permiten esclarecer esta situacion. Este mutante muestra un
comportamiento idéntico al Tip60 wild type, siendo altamente estable en presencia de VRK1 pero inestable
en ausencia de la quinasa. Por lo tanto, dado que la inestabilidad en dicho mutante se debe a la ausencia
de VRK1, se confirma que es la fosforilacion en la T158, la cual se ve imposibilitada en esta situacion, la
responsable de conferir mayor estabilidad a Tip60.

A

siCtrl siVRK1-02 siCtrl siVRK1-02

CHX (horas) HA 0 4 8 12 24 HAg 0 4 8 12 24 HAg 0 4 8 12 24 HAs 0 4 8 12 24 kDa

TlpGOVSm B = —— — . - - * 50
VRKL [ — — — — L EE—— —50
B aCtiNg | =— | — | -— -
T158A S199A
siCtrl siVRK1-02 siCtrl siVRK1-02

CHX (horas) HA 0 4 8 12 24 HAg 0 4 8 12 24 HAs 0 4 8 12 24 HAgs 0 4 8 12 24 kDa

TipBOVS || e e e SETEE BEEE -

vea IS L —— e ~—50

pactina [ N | =“' f*——ag. -Iﬁs"’ii 37
T158D 199D

Figura 66. Efecto de VRK1 sobre la estabilidad de mutantes de Tip60. Células A549 transfectadas con siControl o
siVRK1-02 y, posteriormente, con los mutantes de Tip60-V5 no fosforilables (A) o fosfomiméticos (B) se trataron con
cicloheximida (50 pg/ml) a lo largo de diferentes tiempos. Transcurridos los tiempos correspondientes, se analizd
mediante western blot los niveles proteicos de los mutantes de Tip60 para cada una de las condiciones.
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Tras estos resultados, nuestro siguiente objetivo fue estudiar la estabilidad de diferentes mutantes de
la acetiltransferasa tras la induccién de dafio génico. Asi, se estableci6 un nuevo planteamiento
experimental en base a los mutantes no fosforilables Tip60-T158A y Tip60-S199A. Tal y como se ha
mostrado en el apartado anterior, ambos mutantes mostraban gran inestabilidad cuando las células eran
tratadas con cicloheximida, independientemente del silenciamiento de VRK1 en la célula. Teniendo en
cuenta esto, quisimos analizar la capacidad que estos mutantes tienen para reestablecer sus niveles
proteicos tras un tratamiento con cicloheximida de 24 horas (tiempo para el que ambos mutantes pierden
sus niveles proteicos) en funcién de dos variables: el nivel de expresién de VRK1 y el nivel de dafio génico
al que las células son sometidas (figura 67). Para el mutante Tip60-V5 T158A observamos un
comportamiento idéntico para cada una de las condiciones estudiadas, recuperando sus niveles proteicos
a partir de las 2-4 horas de retirada de la cicloheximida, independientemente de la presencia o ausencia de
VRKZ1 en la célula, asi como de la induccién o no de dafio génico. Ademas, tal y como era de esperar, en
ninguno de los casos el mutante era fosforilado. En el caso del mutante S199A de Tip60, su comportamiento
en ausencia de dafio fue similar al del mutante anterior, recuperando los niveles proteicos tras las 2 horas
post-cicloheximida, independientemente del nivel de expresion de VRK1. Sin embargo, en respuesta a dafio
génico, dicho mutante si que mostro diferencias en las cinéticas asociadas al restablecimiento de sus
niveles proteicos. En este caso y cuando las células eran capaces de expresar VRK1, los niveles de proteina
se vieron incrementados incluso tras los primeros 30 minutos desde la retirada de la cicloheximida, tiempo
que coincide con la duracion del tratamiento con doxorrubicina. Ademas, este incremento en los niveles de
proteina estaba acompafiado de una fosforilacion en el mutante, asociada a su T158. Por el contrario,
cuando las células no eran capaces de expresar VRK1 y el mutante no se fosforilaba, de nuevo, los niveles
de proteina no se reestablecian hasta las 2-4 horas post-cicloheximida. Estos resultados demuestran que,
en efecto, la fosforilacion de Tip60 en su T158 en respuesta a dafio génico contribuye a reestablecer mas
rapidamente los niveles proteicos, lo cual podria estar directamente asociado a un incremento de la
estabilidad de la proteina.
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Figura67.Lafosforilacion dela T158 de Tip60interviene en la estabilidad de la acetiltransferasa. Cultivos celulares
de A549 con diferente capacidad para expresar VRK1 asi como distintos mutantes no fosforilables de Tip60 (T158A o
S199A) fueron tratados con cicloheximida (50 pg/ml) durante 24 horas, lo cual condujo a una pérdida total de los niveles
proteicos del respectivo mutante de Tip60 que expresan. Transcurridas estas 24 horas de tratamiento, la cicloheximida
fue retirada y, al mismo tiempo, las células fueron, alternativamente, no tratadas o tratadas con doxorrubicina (10 pM)
durante media hora. Finalmente, se extrajeron réplicas de cada uno de los cultivos a lo largo de diferentes tiempos post-
cicloheximida y se analiz6 para cada una de las condiciones, los niveles proteicos de cada uno de los mutantes.
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Los resultados obtenidos hasta ahora establecen que la fosforilacion en la T158 de Tip60 conduce a
un aumento de la estabilidad proteica. Con el proposito de demostrar que el aumento en la estabilidad
asociado a esta fosforilacion es la consecuencia directa de la disminucién del grado de ubiquitinacion de
Tip60 observado en el apartado 3.3. de esta tesis doctoral, se llevaron a cabo dos nuevos experimentos.
Para el primero, tomamos como referencia el experimento correspondiente a la figura 39 del apartado 3.3.2.
de resultados, en el cual se observa como una sobreexpresion de la ubiquitina ligasa RNF8 disminuye
considerablemente los niveles proteicos de Tip60. Asi, el experimento consistié en analizar los niveles
proteicos de diferentes mutantes de Tip60 en células A549 en las que la degradacién proteica estaba
potenciada a través de la sobreexpresion de dicha ubiquitina ligasa. Tal y como se puede observar (figura
68, parte A), en ausencia de dafio, el mutante de Tip60 T158A, asi como el mutante S199A, reducen
considerablemente sus niveles proteicos tras la sobreexpresion de RNF8. Esto indica que ambos mutantes
son susceptibles de ser degradados bajo estas circunstancias. Ademas, el hecho de que el tratamiento con
MG132 posibilite recuperar los niveles basales de los dos mutantes confirma que éstos estaban siendo
degradados via proteasoma. Por el contrario, el tratamiento con doxorrubicina en células transfectadas con
estos mutantes no fosforilables (T158A y S199A) demostré como el primero de ellos seguia siendo inestable
al sobreexpresar RNF8, mientras que Tip60-S199A mantenia elevados sus niveles proteicos bajo estas
condiciones de dafio génico incluso en ausencia del tratamiento con MG132. Esto podia ser debido a que
la fosforilacién en la T158 mediada por VRK1 en Tip60-S199A esta posibilitada tras la induccién de dafio,
lo que apoya la hip6tesis de que dicha fosforilacion previene la ubiquitinacion y degradacion de Tip60. De
forma paralela, se realizé el mismo estudio sobre los mutantes fosfomiméticos de Tip60 T158D y S199D
(figura 68, parte B). En este caso, el mutante Tip60-T158D fue capaz de mantener sus niveles proteicos
basales a pesar de la sobreexpresion de RNF8 independientemente de la induccion o no de dafio génico
con doxorrubicina. Por su parte, el mutante S199D mostré un comportamiento idéntico al de su antagonista
S199A, siendo inestable en ausencia de dafio génico cuando la maquinaria de ubiquitinacion estaba
sobreexpresada y recuperando esta estabilidad cuando las células eran sometidas a dafio génico. De
nuevo, todos estos resultados son compatibles con la hip6tesis establecida. En el caso del mutante Tip60-
T158D, el efecto mimético que la mutacion hace de la fosforilacion en este residuo posibilita que la proteina
guede protegida de la degradacion via proteasoma incluso en ausencia de dafio. Por el contrario, el efecto
mimético del mutante Tip60-S199D no protege a Tip60 de su degradacion via proteasoma en ausencia de
dafio, confirmando que la fosforilacién sobre la S199 no es necesaria para este fendmeno. En cambio, en
respuesta a dafio, es la fosforilacion de la T158 llevada a cabo por VRK1 la que, de nuevo, posibilitaria
proteger a este mutante de la degradacion via proteasoma.
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Figura 68. La fosforilacion de la T158 previene la degradacion de Tip60 via proteasoma. Células A549
cotransfectadas con RNF8-HA y variantes no fosforilables (parte A) o variantes fosfomiméticas (parte B) de Tip60 fueron
sometidas a diferentes combinaciones de tratamientos con MG132 (25 pM, 12 horas) y doxorrubicina (10 pM, 30 min),
tal y como se indica en la figura. Después, mediante western blot se analizaron los niveles proteicos de cada una de
estas variantes bajo las diferentes combinaciones de tratamientos.
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El segundo experimento orientado a caracterizar la implicacion de las fosforilaciones en la T158 y la
S199 en la degradacion de Tip60 consistio en analizar el grado de ubiquitinacion de los diferentes mutantes
de Tip60 en respuesta a dafio génico. Para ello, el plasmido pcDNA3-6xHis-Ubiquitina, que expresa una
ubiquitina wild type, se cotransfectd con los diferentes mutantes de Tip60 previamente estudiados en
cultivos celulares de A549 tratados con MG132 y sometidos a 4 condiciones diferentes: (1) presencia de
VRK1 y ausencia de dafio; (2) presencia de VRK1 e induccién de dafio con doxorrubicina durante 2 horas;
(3) ausencia de VRK1 y ausencia de dafio; y (4) ausencia de VRK1 e induccién de dafio con doxorrubicina
durante 2 horas. Posteriormente, las células se lisaron y las diferentes variantes de Tip60 sobreexpresadas
se inmunoprecipitaron. Por Ultimo, se analizaron los niveles de Tip60 ubiquitinada en cada uno de estos
inmunoprecipitados (figura 69). Tal y como se puede observar, la ubiquitinacion en el mutante no fosforilable
T158A (panel izquierdo, carriles 1-4) es considerable independientemente del grado de expresion de VRK1
y de la induccién o no de dafio génico con doxorrubicina. Por su parte, el mutante S199A (panel izquierdo,
carriles 5-8) también muestra altos niveles de ubiquitinacion en ausencia de dafio y/o ausencia de VRK1.
Sin embargo, en respuesta a dafio y presencia de VRK1 (carril 6) el grado de ubiquitinaciéon del mutante se
reduce significativamente. Esto indicaria que VRK1 esta protegiendo a la proteina de su degradacién via
proteasoma. Por otro lado, el mutante Tip60-T158D (panel derecho, carriles 1-4) muestra un
comportamiento completamente opuesto a su antagonista al no ser ubiquitinado de forma considerable bajo
ninguna de las condiciones estudiadas. Por lo tanto, el efecto fosfomimético sobre este mutante y, en
consecuencia, la fosforilacion que Tip60 wild type puede experimentar en la treonina 158 a través de VRK1,
previenen de forma significativa de la ubiquitinacidn de la acetiltransferasa. Esto explicaria el aumento de
estabilidad asociada a dicha fosforilacién observada en experimentos anteriores. En el caso del mutante de
Tip60 S199D (panel derecho, carriles 5-8), su grado de ubiquitinacién era similar al de su antagonista para
todas las condiciones estudiadas. Entre ellas, destaca nuevamente el punto en el que las células con
capacidad de expresar VRK1 eran tratadas con doxorrubicina (carril 6), pues los niveles de ubiquitinacién
se veian reducidos de forma significativa. Asi, dado que en ausencia de VRK1, este mutante mostraba
elevados niveles de ubiquitinacion, se confirma que la proteccién para la degradacion de la proteina es
debida a la fosforilacion que este mutante experimenta en su T158 y no al efecto fosfomimético sobre su
S199.
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Figura 69. La fosforilacion de la T158 protege a Tip60 de su ubiquitinacién. Evaluacion del grado de ubiquitinacion
de Tip60 dependiente de VRK1 en respuesta a doxorrubicina (10 pM, 30 min) en células A549 que sobreexpresan
ubiquitina junto con diferentes mutantes de Tip60 y que han sido tratadas con MG-132 (25 puM, 12 horas).
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5.2. IMPLICACION DE LAS FOSFORILACIONES EN LA T158 Y S199 EN LA UNION DE TIP60 A LA
CROMATINA

De acuerdo con resultados anteriores, se sabe que una de las funciones que VRK1 ejerce sobre Tip60
durante la DDR es promover su unién y acumulacion a nivel de la cromatina para que asi pueda ejercer su
actividad en la zona de dafio. Teniendo en cuenta que dicha acumulacion es paralela a un aumento de los
niveles de fosforilacion de la acetiltransferasa, parece evidente que alguna de las fosforilaciones mediadas
directa o indirectamente por VRK1 es la responsable de posibilitar la translocacién a la cromatina. Asi,
nuestro proposito se centrd en identificar cual de estas fosforilaciones, ya sea en la T158, en la S199, o en
ambas, esta implicada en el proceso. Para ello, al igual que en el apartado anterior, decidimos trabajar con
los diferentes mutantes generados para estos residuos y analizar su capacidad de acumularse en la
cromatina en respuesta a dafio génico. Asi, células A549 se transfectaron con cada uno de los mutantes
de forma individual y, en condiciones de privacion de suero, se trataron con doxorrubicina a lo largo de
diferentes tiempos. En la parte A de la figura 70 se muestran los resultados para los mutantes no
fosforilables T158A y S199A. El primero de ellos, Tip60-T158A, resulté ser incapaz de acumularse en la
cromatina a lo largo de los tratamientos con doxorrubicina establecidos. Dada la incapacidad de este
mutante para ser fosforilado en los residuos objeto de estudio, se confirma que al menos una de estas
fosforilaciones es necesaria para la acumulacion de Tip60 en la cromatina. Por su parte, el mutante S199A
fue capaz de translocarse a la cromatina en respuesta a dafio génico. Ademas, dicha acumulacion en la
cromatina iba acompafiada de una fosforilacién en la T158. Esto parece indicar que dicha fosforilacion es
necesaria para la acumulacion de Tip60 en la cromatina. Para confirmar esta hip6tesis, se analizé de la
misma manera la localizacion nuclear de los mutantes fosfomiméticos T158D y S199D (figura 70, parte B).
El mutante S199D, al igual que su antagonista, era capaz de acumularse en la cromatina en respuesta a
dafio en base a una fosforilacion en la T158. Sin embargo, cabe destacar el comportamiento del mutante
T158D, que aparecia unido a la fraccion cromatinica incluso en ausencia de dafio y, consecuentemente, en
ausencia de una fosforilacién en la S199, detectable Gnicamente tras el tratamiento con doxorrubicina. Dado
el efecto fosfomimético que el aspartico ejerce sobre el residuo T158, se confirma que es la fosforilacion en
el mismo la Unica responsable de posibilitar la acumulaciéon de Tip60 en la cromatina.
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Figura 70. La fosforilacion en la T158 es responsable de la acumulacion de Tip60 en la cromatina durante la DDR.
Localizacion nucleoplasmatica y cromatinica de mutantes no fosforilables (A), mutantes fosfomiméticos (B) y dobles
mutantes (C) transfectados en células A549 a lo largo de diferentes tiempos de tratamiento con doxorrubicina (10 puM).
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Por Gltimo, se analiz6 la localizacion de los dobles mutantes de Tip60 T158D/S199A y T158A/S199D
(figura 70, parte C). De nuevo, el mutante en el que la fosforilacion en la T158 estaba impedida,
independientemente del efecto mimético que el aspartico ejerce sobre el residuo S199, imposibilita una
acumulacién de la proteina en la cromatina. Por su parte, el mutante T158D/S199A, con una subpoblacién
constante de proteina en la cromatina, confirma que basta la fosforilacion en la T158 para que Tip60 se
acumule en esta region nuclear.

5.3. EFECTO DE LAS FOSFORILACIONES EN T158 Y S199 SOBRE LA ACTIVIDAD
ACETILTRANSFERASA DE TIP60

Para finalizar con la caracterizacion de las fosforilaciones identificadas en este trabajo, quisimos
determinar el efecto de cada una de ellas sobre la actividad acetiltransferasa de Tip60 que, al igual que la
estabilidad y localizacion de la proteina, también dependia de VRK1. Para ello, en primer lugar, realizamos
ensayos de actividad acetiltransferasa a partir de inmunoprecipitados de los diferentes mutantes generados
para la T158 y S199 de Tip60 (T158A, S199A, T158D y S199D). Asi, células A549 transfectadas con cada
uno de estos mutantes fueron sometidas a las cuatro condiciones diferentes descritas en experimentos
anteriores: (1) presencia de VRK1 y ausencia de dafio; (2) presencia de VRK1 e induccién de dafio; (3)
ausencia de VRK1 y ausencia de dafio; y (4) ausencia de VRK1 e induccién de dafio. Tras la exposicion a
los diferentes tratamientos, las células se lisaron y cada uno de los mutantes se inmunoprecipité y eluy6
para obtener asi proteina purificada sobre la cual se realizd el ensayo acetiltransferasa. A diferencia de
Tip60 wild type, ninguno de los mutantes no fosforilables de Tip60 (figura 71, parte A) mostraba actividad
acetiltransferasa en respuesta a dafio, independientemente del nivel de expresion de VRK1. Por el contrario,
los dos mutantes fosfomiméticos (figura 71, parte B) fueron capaces de mostrar una actividad
acetiltransferasa incrementada en respuesta a dafio génico incluso cuando la expresion de VRK1 estaba
bloqueada. Ademas, el mutante S199D, a diferencia del resto de variantes, mantenia la actividad
acetiltransferasa incrementada incluso en ausencia de dafio y, de nuevo, de forma independiente a la
expresion de VRK1. Esto permitia concluir que la fosforilacién mimetizada por el mutante S199D bastaba
para activar Tip60 e inducir su capacidad acetiltransferasa in vitro. En base a esto, en el caso del mutante
T158D, su aumento de actividad en respuesta a dafio génico era debido a la posterior fosforilacion de la
S199 que tenia lugar a nivel celular que, tal y como se ha demostrado anteriormente, no esta catalizada por
VRK1 pero requiere de la fosforilacion previa en la T158.
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Figura 71. La fosforilacion en la S199 es suficiente para inducir la actividad acetiltransferasa de Tip60 in vitro.
Réplicas de células A549 transfectadas, en primer lugar, con siControl o siVRK1 y, posteriormente, con Tip60-V5 wild
type, mutantes no fosforilables (Tip60-V5 T158A, Tip60-V5 S199A) (A) o mutantes fosfomiméticos (Tip60-V5 T158D o
Tip60-V5 S199D) (B), fueron privadas de suero y tratadas con doxorrubicina (10 uM, 2 horas). Posteriormente, se
inmunoprecipité y eluy6 la variante de Tip60 correspondiente, obteniendo un purificado de la proteina para cada una de
las condiciones establecidas. A partir de 20 pg de proteina purificada se realizd un ensayo de actividad acetiltransferasa
in vitro. C. Para cada una de las condiciones establecidas, se realiz6 mediante western blot un control de transfeccion
de los diferentes mutantes de Tip60 y control de silenciamiento de VRK1.

Para confirmar estos resultados, quisimos analizar la actividad de los diferentes mutantes de Tip60 in
vivo, analizando mediante western blot la acetilacion de diferentes sustratos celulares de Tip60. En base a
los estudios realizados anteriormente en esta tesis doctoral, los sustratos elegidos fueron la propia
acetiltransferasa, dada su capacidad de autoacetilarse, la lisina 16 de la histona H4 y ATM.

5.3.1. Efecto de las fosforilaciones en la T158 y S199 sobre la autoacetilacion de Tip60

Con el objetivo de analizar la implicacion que las fosforilaciones identificadas en Tip60 tienen sobre
su autoacetilacién y consecuente activacion, analizamos el grado de autoacetilacién de cada uno de los
mutantes generados para la T158 y S199 en funcién de la presencia o ausencia de Tip60 y VRK1
enddgenos en las células asi como de la induccién o no de dafio génico (figura 72). En ausencia de dafio,
ni Tip60 wild type ni ninguno de los mutantes para la T158 (T158A, apartado A, carriles 3, 6, 9y 12; y
T158D; apartado A, carriles 4, 7, 10 y 13) eran fosforilados ni autoacetilados. Esto también ocurria para el
mutante S199A (apartado A, carriles 16, 19, 22 y 25). En cambio, cabe destacar los resultados observados
para Tip60-S199D (apartado A, carriles 17, 20, 23 y 26), que mostraba autoacetilacion en todos los casos
incluso sin producirse una fosforilacion previa en la T158. Este resultado parece indicar que el efecto
mimeético de la fosforilacion en la S199 ejercido por el aspartico en este mutante es suficiente para promover
la autoacetilacion y activacion de la acetiltransferasa.
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Figura 72. La fosforilacion en la S199 posibilita la autoacetilacion de Tip60 en respuesta a dafio. Estudio de la
fosforilacion y autoacetilacion de diferentes mutantes de Tip60 transfectados en células A549 en funcién de la ausencia
de dafio (apartado A) o la induccion de dafio con doxorrubicina (10 pM, 30 minutos) (apartado B). Previamente, la
expresion de KAT5 y VRK1 endégenos fue bloqueada mediante ARNi especificos para evitar el efecto que las proteinas
correspondientes puedan tener sobre las modificaciones post-traduccionales de los mutantes.
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En respuesta a dafio, el grado de autoacetilacién cambia significativamente de unos mutantes a
otros. En primer lugar, la ausencia de fosforilacion en el mutante T158A (apartado B, carriles 3, 6, 9y 12)
siempre va acomparfado de una falta de autoacetilacién, independientemente de la presencia o ausencia
de Tip60 y VRK1 enddgenos en la célula. Esto parece indicar que al menos una de las dos fosforilaciones
identificadas en este trabajo es necesaria para la autoacetilacién y activacion de la proteina. Ademas,
asumiendo que, en los casos en los que KAT5 no ha sido silenciado, la proteina endégena si es fosforilada
y activada por VRK1, la falta de acetilacién en el mutante confirma que dicha modificacién siempre ocurre
en cis y nunca en trans. En caso contrario, Tip60 enddgeno seria capaz de acetilar al mutante. Por su parte,
el mutante T158D (apartado B, carriles 4, 7, 10 y 13) experimenta una fosforilacién y autoacetilacion para
cada una de las condiciones estudiadas. Esto confirma, tal y como se habia indicado anteriormente, que,
por un lado, la fosforilacion en la S199 no es catalizada por VRK1 (dicha fosforilaciéon ocurre en células en
las que VRK1 se ha silenciado) y, por otro, que alguna de estas dos fosforilaciones es necesaria para la
posterior autoacetilacion de la proteina. Sin embargo, dado que para todas las condiciones estudiadas
existe un efecto mimético de la fosforilacién en la T158 y una fosforilacién propiamente dicha en la S199,
resulta imposible esclarecer cual de estas dos fosforilaciones es responsable de la autoacetilacion.
Teniendo en cuenta esto, centramos el interés en los mutantes para la S199 (apartado B, panel derecho).
En este caso, cabe destacar en primer lugar el comportamiento del mutante S199A (carriles 16, 19, 22 y
25), el cual nunca experimenta una autoacetilacion, independientemente de que exista una fosforilacién
previa en la T158 cuando VRK1 esta presente en la célula (carriles 16 y 22). Por lo tanto, la fosforilacion en
la T158 parece no ser suficiente para posibilitar la autoacetilacion de Tip60. Por el contrario, el mutante
S199D (carriles 17, 20, 23 y 26) muestra siempre una autoacetilacion en respuesta a dafio. Ademas, dicha
autoacetilacion resulta ser independiente de la fosforilacion previa en la T158, que no seria necesaria para
el proceso autocatalitico (carriles 20 y 26). Todos estos resultados parecen indicar que la autoacetilacion
de Tip60 en respuesta a dafio génica depende exclusivamente de la fosforilacion en la S199.

5.3.2. Efecto de las fosforilaciones en la T158 y S199 de Tip60 sobre la acetilacion de la H4K16
durante la DDR

La autoacetilacion de Tip60 implica una activacion de la proteina que, en consecuencia, sera capaz
de acetilar otros sustratos. Tal y como se ha descrito a lo largo de esta tesis doctoral, uno de los sustratos
mas importantes de Tip60 durante la DDR es la lisina 16 de la histona H4, al posibilitar el
desencadenamiento de la cascada de sefializacion que posibilita la reparacion del dafio. Asi, decidimos
estudiar la capacidad que los diferentes mutantes de Tip60 tienen para acetilar dicha diana en base a dos
condiciones: ausencia de dafio, como condicién control, y dafio con doxorrubicina (figura 73). En ausencia
de dafio, ni Tip60 wild type ni ninguno de los diferentes mutantes estudiados son capaces de acetilar la
lisina 16 de la histona H4 (apartado A). En este aspecto, existe una clara diferencia en el comportamiento
del mutante S199D en comparacion con su autoacetilacion. Si bien dicho mutante es capaz de
autoacetilarse en ausencia de dafio, su incapacidad para modificar el residuo de la histona H4 revela que
la fosforilacion en la S199 no es suficiente para que Tip60 ejerza su actividad catalitica sobre otros sustratos.
Por otro lado, en respuesta a dafio, cabe destacar aquellas condiciones en las que KAT5 enddgeno se ha
silenciado, de forma que la posible acetilacion de la H4K16 sélo dependa del mutante correspondiente y no
de la proteina enddgena. Teniendo en cuenta esto, en primer lugar se observd que ni el mutante T158A
(apartado B, carriles 9 y 12) ni el mutante S199A (apartado B, carriles 22 y 25) son capaces de acetilar la
H4K16. En ambos casos, esta observacion queda justificada por la falta de autoacetilacion (y activacion)
que dichos mutantes mostraban en respuesta a dafio en el apartado anterior. Por su parte, el mutante
T158D (apartado B, panel izquierdo), que, en respuesta a dafio, era fosforilado en la S199 y autoacetilado,
era capaz de acetilar la H4K16 tanto en presencia (carril 10) como en ausencia de VRK1 (carril 13). Por el
contrario, Tip60-S199D, a pesar de estar constitutivamente acetilado, sélo era capaz de acetilar la H4K16
cuando la fosforilacién en la T158 esta posibilitada en presencia de VRK1 (apartado B, carril 23), pero no
en ausencia de la quinasa (apartado B, carril 26).

Teniendo en cuenta estos resultados, se concluye que, aunque la capacidad autocatalitica de Tip60

sélo depende de la fosforilacion en la S199, su actividad in vivo sobre sustratos cromatinicos requiere una
doble fosforilacion en la T158 y la S199.
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Figura 73. Las fosforilaciones en la T158 y S199 son necesarias para la acetilacion de la H4K16 por Tip60 en
respuesta a dafio génico. Células A549 con expresion de KAT5 y VRK1 enddgeno controlada por diferentes ARNi se
transfectaron con diferentes variantes de Tip60 para posteriormente analizar la acetilacién de la H4K16 en funcion de la
ausencia (apartado A) o presencia de dafio génico con doxorrubicina (10 pM, 30 minutos; apartado B).

5.3.3. Implicacion de la fosforilacién de Tip60 sobre sus residuos T158 y S199 en la acetilacion de

ATM
Junto con el papel epigenético que Tip60 desempefia durante la DDR, esta acetiltransferasa también

esta involucrada en la acetilaciéon de otras proteinas mediadoras del dafio génico que no forman parte de
la cromatina. Entre estos sustratos no cromatinicos de Tip60, en el desarrollo de este trabajo hemos
destacado a ATM. Por ello, nuestro siguiente proposito fue averiguar si el efecto que las fosforilaciones en
la T158 y S199 tienen sobre la actividad de Tip60 difiere en funcion de si el sustrato de la acetiltransferasa
forma parte o no de la cromatina. En base a esto, decidimos estudiar nuevamente la capacidad que los
diferentes mutantes de Tip60 tienen para acetilar ATM en base a las condiciones de dafio anteriormente
establecidas: ausencia de dafio y tratamiento con doxorrubicina durante 30 minutos.

En ausencia de dafio (figura 74, apartado A), tal y como era de esperar, ninguno de los mutantes
estudiados, al igual que Tip60 wild type, acetilaba a ATM, cuya activacion depende directamente de la
presencia de dafio génico. Ahora bien, teniendo en cuenta la existencia de una autoacetilacion y, por lo
tanto, de capacidad acetiltransferasa en el mutante S199D en ausencia de dafio, se confirma que la
fosforilacion en la S199 no es suficiente para la actividad catalitica de Tip60 no sélo sobre sustratos
cromatinicos (H4K16), sino también sobre proteinas mediadoras del dafio que no forman parte de la
cromatina.
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Tras la induccion de dafio génico, cabe destacar que se obtuvieron los mismos resultados que los
mostrados para la acetilacion de la H4K16. Por lo tanto, centrando de nuevo el interés en los puntos en los
que Tip60 enddgeno no esta presente en la célula, resulté que ninguno de los mutantes no fosforilables
(T158A en el apartado B, carriles 9 y 12; y S199A en el apartado B, carriles 22 y 25) acetilaban a ATM al
no ser capaces de autoacetilarse y activarse durante la DDR. El mutante T158D, portador de las dos
fosforilaciones tras la induccion de dafio génico (la primera sobre la T158 mimetizada por la sustitucion a
aspartico y la segunda en la S199 catalizada por la quinasa correspondiente), acetilaba a ATM
independientemente de la presencia (apartado B, carril 10) o ausencia de VRK1 (apartado B, carril 13). Por
ultimo, la acetilacion de ATM por el mutante S199D dependia directamente de la presencia de VRK1 en la
célula y, con ello, de una fosforilacion en la T158 (apartado B, carril 23), pues el silenciamiento de VRK1
(carril 26) imposibilitaba establecer la modificacién post-traduccional sobre la quinasa. Por lo tanto, se
concluy6 que la actividad catalitica in vivo de Tip60 durante la DDR depende de dos fosforilaciones en la
T158 y S199 independientemente de la naturaleza del sustrato (cromatinico o no cromatinico) sobre el que

ejerce su accion.
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Figura 74. La acetilacién de ATM durante la DDR depende de una doble fosforilacion de Tip60 en sus residuos
T158 y S199. Andlisis del grado de acetilacién de ATM en funcién del dafio génico (apartado A, ausencia de dafio;
apartado B, tratamiento con doxorrubicina 10 uM durante media hora) asociado a diferentes mutantes de Tip60 que
fueron transfectados en células A549. La expresion de KAT5 y VRK1 enddgenos fue bloqueada mediante ARNi
especificos para comparar las variaciones que dicha acetilacion pudiera tener en funcion de las proteinas endégenas

correspondientes.
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6. EFECTO DE MUTANTES PATOGENICOS DE VRK1 SOBRE LA
FOSFORILACION DE TIP60/KATS A LO LARGO DE LA
RESPUESTA AL DANO GENICO

Actualmente se sabe que mutaciones de la quinasa VRK1 conducen al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas con cuadros clinicos variables, entre los cuales es frecuente el desarrollo de atrofia
muscular espinal, microcefalia, esclerosis lateral amiotrofica, ataxia espinocerebelosa, paraplejia espastica
hereditaria o deficiencia mental. Con el propdsito de aportar una primera perspectiva acerca del
conocimiento de estas enfermedades, un estudio realizado recientemente trato de caracterizar el efecto de
las diferentes mutaciones de VRK1 asociadas a las mismas sobre la propia actividad y comportamiento de
la quinasa (Martin-Doncel et al., 2019). De esta manera, se pudo determinar que muchas de estas
mutaciones conferian a VRK1 de una gran inestabilidad proteica y/o de una reduccién en su actividad
enzimatica. A pesar de estos resultados, la patogénesis de dichas enfermedades neurodegenerativas adn
no se conoce Yy necesita ser estudiada. Estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio (ain no
publicados) han demostrado la incapacidad de la gran mayoria de variantes patogénicas de VRK1
identificadas para establecer focos de yH2AX o acetilar la H4K16 en respuesta a dafio génico. Esto sugiere
gue las mutaciones de VRK1 descritas en pacientes pueden conducir a una reparacion defectiva del dafio
génico y, con ello, a la acumulaciéon del mismo que esté afectando a la funcionalidad celular. En base a
esto, quisimos averiguar si las variantes patogénicas de VRK1 estaban limitando la reparacion del dafio
génico a partir de etapas mas tempranas de la DDR y, méas concretamente, a partir de la activacion de Tip60
gue, como se ha demostrado, depende de la fosforilacion previa mediada por VRK1. Para ello, utilizamos
diferentes lineas celulares con capacidad de expresar de forma constitutiva las variantes patogénicas
murinas de VRK1 R89Q, R133C, G135R o L195V, ademas de la VRK1 wild type como control positivo y
VRK1 K179E como control negativo. De entre estas variantes cabe destacar que, in vitro, R89Q y L195V
son cataliticamente activas, mientras que R133C y G135R son inactivas (Martin-Doncel et al, 2019). Estas
lineas celulares, previo silenciamiento del VRK1 enddgeno para evitar su interferencia en los resultados,
fueron tratadas con doxorrubicina para inducir dafio génico. Tras esto, se analiz6 el grado de fosforilacién
de Tip60, el cual estaria directamente asociado a la actividad de la variante de VRK1 correspondiente. Tal
y como se puede observar en la figura 75, a excepcion de la variante murina wild type de VRK1, que
mostraba un comportamiento idéntico a su ortdlogo humano y es capaz de fosforilar a Tip60 en respuesta
a dafio, ninguna de las variantes patogénicas de VRK1 era capaz de rescatar el fenotipo de Tip60 fosforilado
cuando el VRK1 enddgeno es silenciado en las células. Estos resultados justifican las deficiencias que
todos estos mutantes mostraban en la acetilacion de la lisina 16 de la histona H4 y formacion de focos de
yH2AX durante la DDR, confirmando defectos en la iniciacién y desarrollo de la respuesta al dafio génico
cuando VRK1 muestra mutaciones asociadas a enfermedades neurodegenerativas.
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Figura 75. Variantes neuropatogénicas de VRK1 no fosforilan a Tip60 en respuesta a dafio génico. A. Lineas
celulares A549 con capacidad de expresar constitutivamente diferentes variantes patogénicas de VRK1 gracias a la
técnica de transduccion viral se sometieron, previo silenciamiento del VRK1 humano no mutado y posterior transfeccion
de Tip60-V5, a un tratamiento con doxorrubicina (10 puM, 2 horas) con el proposito de inducir dafio génico. Tras ello, las
células se lisaron y, a partir de la inmunoprecipitacion de Tip60-V5, se analizé su grado de fosforilacion, directamente
asociado a la actividad de cada una de las variantes de la quinasa. B. Cuantificacion relativa de los niveles de fosforilacion
de Tip60-V5 asociado a cada uno de los mutantes en respuesta a dafio (barras amarillas) respecto a sus controles
positivos resultantes de tratar las células con doxorrubicina en presencia del VRK1 humano endégeno (barras rojas).
Ademés, también se representa el nivel de fosforilacion de Tip60-V5 en ausencia de dafio como control negativo (barras
verdes). La significacion estadistica se calcul6 con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. ***, p-valor < 0,001; n.s.,
p-valor > 0,05.
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El empaguetamiento del ADN en la estructura ribonucleoproteica altamente organizada y compacta
que constituye la cromatina es un aspecto fundamental a la hora de garantizar la incorporacion de la
macromolécula portadora de la informacién génica en el interior del ndcleo celular. Sin embargo, la
compactacion a la que dicha estructura esta sometida puede limitar el desarrollo de diferentes procesos
celulares, como la replicacion, la transcripcion génica o la reparacion de las lesiones que se producen de
forma constante en el ADN. Todo ello podria comprometer enormemente la homeostasis y viabilidad celular.
Para evitar esto, la cromatina esta sujeta a un proceso dindmico de remodelaciéon y empaquetamiento que
posibilita regular el grado de compactacién/descompactacion, tanto a nivel local como a nivel global, en
funcién de las necesidades celulares. Como consecuencia, aquellas regiones cromatinicas expuestas a una
estructura mas laxa quedan accesibles para las proteinas y maquinarias celulares implicadas en dichos
procesos de replicacion, transcripcién y reparacion del ADN (Wagner et al., 2018).

Teniendo en cuenta la importancia que la remodelacién de la cromatina juega en los procesos y
viabilidad celulares, se hace evidente que éste constituye un proceso altamente organizado y controlado.
En este sentido, la epigenética es responsable de regular las dinamicas de la cromatina segun los
requerimientos de la célula. Para ello, incorpora diferentes modificaciones quimicas y estructurales en la
cromatina que son las responsables de modular, en Ultima instancia, dicha conformacion. Entre estas
modificaciones destacan la metilacion del ADN, el posicionamiento y composicion de los nucleosomas, los
cambios estructurales asociados a ARNs no codificantes o las modificaciones covalentes de histonas, ya
sean metilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, ubiquitinaciones, etc. Centrando el interés en las
modificaciones de histonas, la regulacion epigenética esta fundamentalmente sujeta a un control preciso de
la actividad de los diferentes writers, readers y erasers responsables de incorporar, reconocer o liberar cada
una de estas marcas epigenéticas, respectivamente. Este sistema de control de writers, readers y erasers
puede llevarse a cabo a diferentes niveles. Uno de ellos ocurre a nivel transcripcional, lo cual implica regular
los niveles de sintesis proteica de cada uno de los modificadores epigenéticos en funcion de los
requerimientos celulares y las modificaciones que deban establecerse en cada momento (Seto y Yoshida,
2014). Sin embargo, este mecanismo no es suficiente para garantizar el mantenimiento de un epigenoma
acorde a las necesidades celulares, especialmente en aquellos procesos, como la respuesta al dafio génico,
en los que las modificaciones epigenéticas cambian constantemente y a una velocidad a la que el control
de la transcripcion de las enzimas no puede hacer frente. Por ello, es necesario un control epigenético a
nivel enziméatico, en cual sea la propia actividad catalitica de los writers, readers y erasers la que esté sujeta
a una regulacién estricta a lo largo de la vida celular. En este aspecto, la fosforilacion de estos moduladores
epigenéticos a través de quinasas especificas puede constituir un mecanismo candidato para orquestar
esta regulacion. De hecho, dicha modificacion post-traduccional es responsable de regular la actividad de
numerosas proteinas en diferentes rutas de sefalizacion. Asi, por ejemplo, la acetiltransferasa Tip60
(también llamada KAT5) es fosforilada por diferentes quinasas en funcién de las condiciones y
requerimientos celulares. En apoptosis, son las quinasas GSK3 y p38a las que, al fosforilar a Tip60 en su
serina 86 y treonina 158, respectivamente, posibilitan la acetilacion de p53 y posterior activacion de genes
pro-apoptoticos como PUMA o BAX (Charvet et al., 2011). De igual manera, CDK1 fosforila a Tip60 en la
serina 90 durante la fase G2/M, lo cual es fundamental para la parada del ciclo celular (Lemercier et al.,
2003) mientras que el complejo p-TEFb (CDK9-ciclina T1) fosforila también dicho residuo de Tip60,
desencadenando el proceso de elongacion transcripcional (Brauns-Schubert et al., 2018).

A pesar de todos los datos preexistentes, la regulaciéon de Tip60 en el contexto del dafio génico,
esencial para generar una region cromatinica localmente acetilada y descompactada en la zona del dafio,
es desconocida y necesita ser estudiada. En esta tesis doctoral, en primer lugar planteamos la hipétesis de
gue la quinasa VRK1 pudiera estar fosforilando y regulando a Tip60 en respuesta a dafio génico, pues datos
preexistentes realizados en nuestro laboratorio demuestran una reduccion de los niveles de acetilacion de
la lisina 16 de la histona H4 (sustrato de Tip60 durante la DDR) al silenciar la expresion de VRK1 en las
células (Salzano et al., 2015). Una vez planteada esta hip6tesis, hemos podido concluir que, en efecto, un
proceso de fosforilacion de Tip60 mediado por VRK1 en respuesta a dafio es fundamental a la hora de
regular la actividad enzimatica de la acetiltransferasa y posibilitar el desencadenamiento de la cascada de
sefalizacion reparadora del dafio.
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1. PAPEL DE VRK1 EN EL DESARROLLO DE LA RESPUESTA
AL DANO GENICO A TRAVES DE LA FOSFORILACION DE TIP60

Una vez corroborado que la acetilacion de la H4K16 en respuesta a dafio depende directamente de la
expresion de VRK1, nuestro propdsito fue tratar de establecer una relacién directa entre la quinasa y Tip60,
la acetiltansferasa responsable de catalizar dicha modificacion epigenética. En primer lugar, demostramos
gue ambas proteinas interaccionaban entre si, formando un complejo basal en la célula independientemente
de la induccién o no de dafio génico. Estos resultados constituyeron una base fundamental a la hora de
investigar si realmente existe una regulacion de Tip60 en el contexto del dafio génico mediada por nuestra
quinasa candidata.

Llegados a este punto, centramos el interés en el comportamiento de dicho complejo en el contexto
del dafio génico. Para ello, utilizamos el agente quimioterapéutico doxorrubicina como agente genotéxico.
La seleccion de este inductor de dafio se debié a varios factores. En primer lugar, desde un punto de vista
técnico, este farmaco ha sido ampliamente utilizado en nuestro laboratorio, estando bien caracterizadas las
dosis eficientes de dafio. Por otro lado, es un farmaco ampliamente utilizado en quimioterapia, por lo que
los efectos asociados al mismo que se detectan en la investigacion basica pueden tener importantes
implicaciones a nivel clinico. Ademas, este tipo de agentes quimicos permiten monitorizar de manera mas
sencilla experimentos de time lapse en comparacion con otras fuentes de dafio también utilizadas
comunmente en la investigacion, como la radiacion ionizante. Por ultimo, la doxorrubicina es capaz de
generar roturas de doble cadena en el ADN, una de las formas mas deletéreas de dafio que conducen a
una cascada de sefializacion muy bien caracterizada a lo largo de diferentes etapas. Asi, tras observar que
la interaccion entre Tip60 y VRK1 aumentaba ligeramente tras los primeros minutos de tratamiento con
doxorrubicina para posteriormente recuperar los niveles basales, analizamos el grado de fosforilacion de la
acetiltransferasa a lo largo de diferentes tiempos de dafio. Para ello, previo a la induccion del dafio, siempre
se retiraba el suero de los cultivos celulares. De esta manera evitabamos interferencias de posibles
fosforilaciones de la acetiltransferasa derivadas de las cascadas de sefializacion activadas por mitégenos.
Observamos que, en efecto, Tip60 se fosforilaba en respuesta a dafio génico tras los primeros minutos de
tratamiento con doxorrubicina, alcanzando un méaximo de fosforilaciéon a las dos horas de tratamiento a
partir de las cuales dicha fosforilacién empieza a disminuir. En este sentido, cabe destacar que la rapida
fosforilacion de Tip60 es acorde con los tiempos en los que la actividad de la acetiltransferasa es mayor
durante la DDR, pues es uno de los primeros modificadores epigenéticos que actla en la etapa de
sensibilizacion al dafio. Este fendmeno constituia un primer apoyo a la posibilidad de que la actividad
acetiltransferasa de Tip60 durante la respuesta al dafio génico estuviera regulada positivamente por una
fosforilacion. Ademas, para confirmar que la fosforilacién observada en Tip60 era independiente de la fuente
de dafio, también se analizé el grado de fosforilacion de la proteina en respuesta a radiacion ionizante. De
nuevo, Tip60 se fosforilaba tras someter las células a este agente exdgeno de dafio, si bien en esta ocasion
la fosforilacion alcanzaba los niveles mas elevados mucho antes que en el tratamiento con doxorrubicina.
Esto es entendible dado que la radiacién ionizante, a diferencia de la doxorrubicina, que es un compuesto
que requiere de cierto tiempo para penetrar en la célula y generar la lesién, es una fuente inmediata de
dafio. Esto hace que la sensibilizacion celular y el desencadenamiento de la respuesta al dafio sean mucho
mas rapidos en el caso de la radiacion. Ademas, el hecho de que Tip60 se fosforile rapidamente en
respuesta a radiacion (a los 5 minutos post-irradiacion ya se observaba un incremento significativo en la
fosforilacion) confirman que esta modificacién post-traduccional es una etapa muy temprana de la DDR.

Nuestro siguiente paso fue confirmar, de acuerdo con nuestra hipotesis, que la fosforilacion observada
en Tip60 durante la DDR es llevada a cabo por VRK1. Para ello, silenciamos la expresion de VRK1 en los
cultivos celulares y analizamos nuevamente el grado de fosforilacién de Tip60 en respuesta a dafio génico.
La pérdida de fosforilacion de Tip60 cuando VRK1 no estaba presente en la célula demostraba que la
fosforilacion previamente observada dependia de esta quinasa. Ademas, un ensayo de rescate de fenotipo
en lineas celulares en las que el VRK1 no era expresado pero que, expresaban alternativamente, una
variante murina wild type o una variante cataliticamente inactiva de la quinasa, confirmé que la actividad
enzimatica de VRK1 era necesaria para esta fosforilacion. Sin embargo, con estos resultados aun no era
posible concluir que VRK1 fosforilase directamente a Tip60, existiendo también la posibilidad de que su
actividad quinasa estuviera modulando a cualquier otra quinasa y que fuera ésta la responsable, en dltima
instancia, de modificar post-traduccionalmente a Tip60. En este aspecto, cobraba especial importancia la
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realizacién de un ensayo de fosforilacion in vitro bajo el cual una posible fosforilacion de Tip60 dependiera
Unica y exclusivamente de VRKI, al ser la Gnica quinasa con la que estd en contacto. Al detectar
fosforilacion de Tip60 en este ensayo in vitro, quedaba demostrado que VRK1 era capaz de fosforilar a la
acetiltransferasa por si misma. Tras esto, también decidimos realizar experimentos in vivo en células en las
gue ATM, una de las quinasas mas importantes de la DDR, bien habia sido bloqueada con KU55933
(inhibidor especifico de ATM) o cafeina (inhibidor genérico de PIKKs) o bien no era expresada, al ser células
ATM-/- (HT144). En ambos casos, se observo que no solo la fosforilacion de Tip60, sino también su
actividad acetiltransferasa de histonas, eran completamente independientes de ATM, aunque seguian
dependiendo de la expresion y actividad de VRK1. De esta forma concluiamos que la activacion de Tip60
depende de VRK1 en un proceso previo e independiente a la activacion de ATM. Esto permite situar a VRK1
como una proteina sensora de dafio que actia de forma muy temprana en la respuesta al dafio génico,
siendo responsable incluso de la descompactacion local de la cromatina en la zona del dafio, uno de los
primeros cambios epigenéticos en la cromatina que permite desencadenar toda la cascada de sefializacién
posterior.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se deduce que la inhibicion de VRK1 con inhibidores
especificos bloquearia, presumiblemente, la cascada de sefializacion de la DDR en etapas muy tempranas
de la misma. Esto situaria a la quinasa como una posible diana terapéutica en el tratamiento de
enfermedades como el cancer, especialmente en terapias combinadas con diferentes agentes inductores
de dafio, como la propia doxorrubicina. En base a esto, estos tratamientos combinados conducirian a la
acumulacioén de lesiones en las células tumorales y promoveria la posterior activacion de programas de
muerte celular o, alternativamente, las haria mas susceptibles a inmunoterapia (Germano et al., 2017; Chae
et al., 2018). Ademas, esta perspectiva terapéutica también seria adecuada para el tratamiento de tumores
gue han desarrollado resistencia (ya sea primaria o adquirida) a un tratamiento radioterapéutico o
quimioterapéutico a raiz de su capacidad para reparar el dafio generado. De nuevo, el bloqueo de VRK1
podria incapacitar a las células tumorales para reparar dicho dafio, que se acumularia de forma significativa
y conduciria a la muerte celular (figura 76). Por otro lado, otro aspecto a tener en cuenta en la candidatura
de VRK1 como diana terapéutica es la funcion que esta quinasa ejerce no soélo durante la DDR, sino también
en la progresion del ciclo celular. Asi, estos posibles tratamientos combinados podrian favorecer mas
facilmente la reduccion del tamafio del tumor. De hecho, a nivel clinico, se ha descrito la existencia de altos
niveles de VRK1 en tumores asociados a un mal prondstico al favorecer estos fendmenos de proliferacion
celular (Valbuena et al., 2008; Valbuena et al., 2011, Molitor y Traktman, 2013) y resistencia al dafio génico
(Campillo-Marcos y Lazo, 2018; Ren et al., 2020). Por lo tanto, estos resultados clinicos apoyan en mayor
medida la posibilidad de que VRK1 pueda utilizarse como diana terapéutica en el tratamiento combinado
de diferentes tipos de cancer. Por (ltimo, cabe destacar que estas estrategias, ademas, permitirian reducir
la dosis de los tratamientos actuales con agentes quimio o radioterapéuticos y, en consecuencia, la toxicidad
y efectos secundarios asociados a ellos (Campillo-Marcos y Lazo, 2019).

Actualmente, la principal limitacién para el desarrollo de estos inhibidores especificos de VRK1 reside
en las caracteristicas estructurales de su dominio catalitico, las cuales lo vuelven insensible a inhibidores
ya desarrollados tanto de serina/treonina quinasas (Fedorov et al., 2007a; Fedorov et al., 2007b) como de
auto- y transfosforilacion (Vazquez-Cedeira et al., 2011). A pesar de esto, hasta la fecha, ha sido posible
identificar dos inhibidores efectivos para esta quinasa, la luteolina y el acido ursélico. El primero de ellos,
un flavonoide natural, es capaz de inhibir tanto la autofosforilacion de VRK1 como la fosforilacion de BAF
mediada por esta quinasa. Como consecuencia, se ha observado que es capaz de inducir la parada del
ciclo celular y aumentar la susceptibilidad celular, favoreciendo la apoptosis (Kim et al., 2014). De igual
manera, el acido ursélico también inhibe la actividad quinasa de VRKZ1, favoreciendo la acumulacion de
dafio y promoviendo autofagia. De hecho, se ha demostrado que este ultimo inhibidor muestra un efecto
sinérgico con diferentes agentes quimioterapéuticos (Kim et al., 2015). Sin embargo, la principal limitacion
de estos dos compuestos para su implantaciéon a nivel clinico es que requieren de dosis efectivas muy
elevadas (en rangos de escala micromolar) a la hora de posibilitar la inhibicién de VRK1, lo que supone un
riesgo de inhibicién cruzada con otras quinasas y del desarrollo de efectos secundarios en los pacientes
(Campillo-Marcos y Lazo, 2018). Teniendo en cuenta esto, la investigacion y el desarrollo de nuevos
inhibidores de VRK1, ya no sélo naturales, sino también sintéticos, sigue siendo un aspecto fundamental
con prometedores resultados clinicos.
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Figura 76. Representacion esquematica que muestra el papel que podria tener la inhibicion de VRK1 en terapias
combinadas para el tratamiento de tumores que hayan desarrollado resistencia primaria o adquirida al tratamiento con
quimio o radioterapia.
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2. IMPLICACIONES DE LA FOSFORILACION MEDIADA POR
VRK1 SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE TIP60 A LO LARGO DE
LA RESPUESTA AL DANO GENICO

Las conclusiones obtenidas del apartado anterior indican que la fosforilacion de Tip60 mediada por
VRK1 es necesaria para su actividad acetiltransferasa de histonas, posibilitando la descompactacion de la
cromatina en la zona del dafio que conduce al desencadenamiento de toda la DDR. Sin embargo, en base
a los resultados obtenidos, era imposible determinar si dicha fosforilacion realmente se encontraba
modulando la actividad catalitica de Tip60 o si, por el contrario, estaba afectando otras propiedades de la
proteina estrechamente relacionadas con su capacidad acetiltransferasa, como su localizacién subcelular
0 su estabilidad. Por ello, en primer lugar, decidimos determinar el efecto que la ausencia de VRK1 vy,
consecuentemente, la pérdida de fosforilacion de Tip60 durante la respuesta al dafio, tenian sobre su
capacidad para acetilar diferentes sustratos. Asi, se purificé Tip60 a partir de células con o sin capacidad
de expresar, respectivamente, VRK1 y sometidas de igual manera a dafio génico con doxorrubicina.
Seguidamente, se analiz6 la actividad acetiltransferasa in vitro de la proteina purificada bajo cada una de
las condiciones establecidas. Los resultados demostraron como dicha actividad catalitica de Tip60, que se
veia significativamente incrementada en respuesta a dafio génico cuando procedia de células que
expresaban VRK1, se perdia practicamente en su totalidad al silenciar la quinasa en las células. Esto
parecia indicar que, en efecto, el papel que la fosforilacion pudiera ejercer sobre Tip60 recaia sobre su
actividad acetiltransferasa.

Una propiedad importante a tener en cuenta de Tip60 es que su actividad catalitica depende
significativamente de un proceso de autoacetilacion a través del cual la proteina adquiere una conformacion
mucho més activa (Yang et al., 2012). En base a los resultados anteriores, se podia plantear la hipotesis
de que dicha autoacetilacion dependiera de la fosforilacion previa llevada a cabo por VRK1. Para verificar
esto, se analizaron in vivo los niveles de fosforilacion y autoacetilacion de Tip60 en funcion del grado de
expresion génica de VRK1. Una pérdida de fosforilacion, acompafiada de una pérdida de autoacetilacion
cuando VRK1 era silenciado, confirmaban la hipétesis establecida. Por lo tanto, se concluia que una funcion
fundamental de la fosforilacion de Tip60 mediada por VRK1 en respuesta a dafio génico es conferir un
mayor grado de actividad catalitica a la acetiltransferasa. Hasta el momento, no se ha demostrado una
actividad catalitica de VRK1 sobre Tip60 en otras funciones en las que la acetiltransferasa juega un papel
importante, como la regulacion de la transcripcién o la induccién de apoptosis. Ahora bien, en todas estas
funciones si se han identificado otras quinasas capaces de fosforilar a Tip60 con el propoésito de que sea
cataliticamente activa (Lemercier et al., 2002; Charvet et al., 2011; Brauns-Schubert et al., 2018). A pesar
de esto, el hecho de que el silenciamiento de VRK1 suponga una pérdida total de la fosforilacion y
autoacetilacion de Tip60 tras la induccion de dafio, indica que no existe actividad redundante entre quinasas
en este contexto y demuestra el papel central de VRK1 en la regulacion de la actividad de Tip60 durante la
DDR. Por lo tanto, mutaciones con pérdida de funcién de VRK1 presumiblemente pueden comprometer
significativamente la capacidad celular de reparar el dafio. Esto constituye un nuevo apoyo para el desarrollo
de inhibidores de VRK1 que puedan ser utilizados en clinica de la manera que se ha descrito anteriormente,
pues se aseguraria un bloqueo de la DDR desde etapas tempranas de la misma.

Cuando se analizaban las dinamicas de fosforilacién de Tip60 y acetilacion de H4K16, se observaba
gue, a pesar de que ambas dindmicas eran similares tras los primeros minutos de dafio, diferian en su
comportamiento entre los 30 y 120 minutos (la fosforilacién de Tip60 sigue aumentando mientras que la
acetilacion de la H4K16 disminuye). Basandonos en la conclusion obtenida de que la fosforilacién de Tip60
provoca una activacion de la acetiltransferasa, este resultado seria algo contradictorio. Sin embargo, se
podria explicar teniendo en cuenta que la actividad acetiltransferasa de Tip60 durante la DDR no so6lo recae
a nivel de la cromatina, sino que se han descrito otros muchos sustratos no cromatinicos. Entre ellos
destacan ATM y p53, que juegan un papel fundamental en etapas mas tardias de la respuesta al dafio
génico. Por lo tanto, es de esperar que, en este intervalo de tiempo entre los 30 y 120 minutos de dafio, la
fosforilacion en Tip60 siga aumentando con el fin de posibilitar la acetilacion y activacion de dichos
sustratos. Para verificar esta hipétesis, que la fosforilacién de Tip60 mediada por VRK1 no sélo afecta a la
actividad acetiltansferasa de histonas de Tip60, sino también a su actividad sobre otros sustratos, se
analizaron las acetilaciones de ATM y p53 llevadas a cabo por Tip60 en funcién de la expresion de VRK1.
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Por un lado, ATM constituye una quinasa con un papel central a lo largo de la DDR al ser capaz de
fosforilar numerosos sustratos que actian como proteinas mediadoras y efectoras de la reparacién del dafio
génico. Esta actividad catalitica de ATM depende directamente de la acetilacion previa de la quinasa por
parte de Tip60, lo que posibilita su autofosforilacion y posterior activacion. En base a esto, se observé que
VRK1 era necesaria para la acetilacion y consecuente activacion de la quinasa. Ademas, la inhibicion de
ATM impide su autofosforilacion, pero no altera su acetilacion por Tip60. Esto sita a VRK1 como una
proteina sensora muy temprana en la DDR, permitiendo tanto la relajacion local de la cromatina en la zona
del dafio como la posterior activacion de ATM gracias a la fosforilacion y activacion de Tip60. Por lo tanto,
en este trabajo se demuestra que VRK1 tiene un papel central y fundamental durante la DDR.

Respecto a p53, se sabe que su acetilacion mediada por Tip60 es fundamental a la hora de inducir un
cambio de especificidad del factor de transcripcion, lo que favoreceria una activacion de genes
proapoptéticos en detrimento de genes que favorezcan la parada transitoria del ciclo celular. En este caso,
se vio que el silenciamiento de VRK1 no afectaba a la acetilacion del factor de transcripcion y, por lo tanto,
no impedia la induccién de apoptosis en células con un exceso de dafio acumulado. Asi, queda demostrado
gue, durante la DDR, VRK1 acttia como oncogén al ejercer una funcién orientada a la reparacion del dafio
y supervivencia celular, en detrimento de la inducciéon de apoptosis. De hecho, estudios realizados con
anterioridad han demostrado que VRK1, lejos de promover la apoptosis, protege a las células de la muerte
celular programada (Navarro-Carrasco y Lazo, 2021). Ademas, cabe destacar que, si bien VRK1 no es
responsable indirecto de la acetilacion de p53, esta quinasa si es capaz de establecer otras modificaciones
post-traduccionales en el factor de transcripcion. Concretamente, se ha descrito que VRK1 fosforila a p53
en su treonina 18 (Lopez-Sanchez et al., 2014). Como consecuencia, p53 se libera de la ubiquitina ligasa
mdm2 (Kussie et al., 1996), lo que estabiliza la proteina y facilita fosforilaciones adicionales, como pueden
ser la serina 15 (catalizada por ATR) o la serina 20 (catalizada por ATM) (Toledo y Wahl, 2006). Estas
fosforilaciones contribuyen a la especificidad de p53 por cofactores especificos que favoreceran la parada
del ciclo celular en detrimento de la apoptosis (Navarro-Carrasco y Lazo, 2021). En este sentido, cabe
destacar que los roles consecutivos que VRK1 y ATM ejercen sobre la fosforilacién de p53 en respuesta a
dafio génico son consistentes con el orden de activacion de estas quinasas descrito en este trabajo. Esto
refuerza la idea de que VRK1 es un componente primario y anterior a ATM durante la DDR.

La regulacion positiva que VRK1 muestra sobre Tip60 y la consecuente acetilacion tanto de la H4K16
como de ATM son dos factores claves en la correcta progresion de la DDR, pues posibilita la accesibilidad
y reclutamiento a la zona de dafio de multitud de proteinas mediadoras. En este aspecto, experimentos
anteriores han demostrado que VRK1 también es responsable del desarrollo de etapas de la DDR tan
importantes como la formacion de focos de yH2AX (Salzano et al., 2015), NBS1 (componente del complejo
MRN) (Monsalve et al., 2016) o 53BP1 (Sanz-Garcia et al., 2012), todas ellas posteriores a la acetilacion
de la H4K16. Por lo tanto, todos estos pasos de la DDR pueden ser ordenados a lo largo de la cascada de
sefializacion de una forma en la que VRK1 actiia como proteina desencadenante del proceso, tal y como
se representa en la figura 77. Tras la aparicion de dafio génico, VRK1 fosforila y activa rapidamente a Tip60.
Una vez activa, Tip60, por un lado, va a ser capaz de acetilar residuos de lisina 16 de la histona H4 en la
zona del dafio, ocasionando una descompactacion de la cromatina. Por otro lado, también acetila a ATM
gue, como consecuencia, se autofosforila y adquiere conformacion de monémeros activos. Es entonces
cuando ATM sera capaz de fosforilar H2AX, generando uno de los principales puntos de anclaje de
proteinas involucradas en la DDR. De esta manera, NBS1 y, posteriormente, 53BP1 también seran
reclutadas a la zona del dafio, permitiendo la entrada en la fase de resolucion, en la cual el dafio es
finalmente reparado.

A lo largo de esta cascada de sefializacion, la acumulacion de 53BP1 depende del establecimiento de
marcas de H4K20me2. El hecho de que H4K20me2 y H4K16ac sean marcas epigenéticas mutuamente
excluyentes parece contradecir el fendmeno descrito por el cual VRK1 favorece tanto la H4K16ac como la
acumulacién de 53BP1. Sin embargo, cabe destacar que dicha acumulacién de 53BP1 constituye una etapa
mucho mas tardia de la respuesta al dafio génico en comparacion con la acetilacién de la H4K16. Asi,
teniendo en cuenta la pérdida de fosforilacion (y, por lo tanto, de actividad) que Tip60 experimenta a partir
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de las dos horas de tratamiento con doxorrubicina, es asumible pensar que transcurrido este tiempo las
marcas epigenéticas de H4K16ac vayan siendo sustituidas por marcas de H4K20me2. A medida que esta
sustitucion acontece, 53BP1, que si se fosforila por VRK1 en etapas més tardias de la DDR, va a poder
anclarse a la region cromatinica, dando lugar a los focos caracteristicos que forma la proteina. De esta
manera, el efecto aparentemente contradictorio ejercido por VRK1 a lo largo de la DDR queda resuelto.
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Figura 77. Representacion esquematica de las principales funciones que VRK1 y Tip60 desempefian durante la
respuesta al dafio génico. Los fosforilaciones establecidas tanto a nivel de la cromatina como en diferentes proteinas
mediadoras se representan con una “P” sobre un fondo de color equivalente al de la quinasa que cataliza la modificacién
post-traduccional. De igual manera, las acetilaciones se representan con la etiqueta “Ac” y la dimetilacién de la lisina 20
de la histona H4 con la etiqueta “Me”.
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A efectos mecanisticos, la acumulacion de 53BP1 descrita es responsable de inducir una reparacion
del dafio por unién de extremos no homélogos (NHEJ) (figura 77, parte inferior derecha). Por el contrario,
una acumulacion de BRCAL seria responsable de una reparacion por recombinacion homéloga (HR) (figura
77, parte inferior izquierda). En base a esto, el balance entre H4K16ac y H4K20me2 también va a ser
importante a la hora de determinar el tipo de reparacién que se lleva a cabo. Un reciente estudio ha
determinado que la fosforilaciéon de Tip60 en sus residuos 86 y 90 juega un papel fundamental en esta “toma
de decision”. Concretamente, este estudio determina que durante las fases S y G2 del ciclo, Tip60 puede
ser fosforilado en estos residuos, lo que conduce a un incremente de su actividad acetiltransferasa, con la
consiguiente acumulacion de BRCAL en las regiones del dafio y la induccion de HR (Li et al., 2019). A la
vista de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, parece asumible pensar que la fosforilacién de
Tip60 mediada por VRK1 también va a ejercer un papel importante en la toma de decision entre HR y NHEJ.
Asi, un mantenimiento a lo largo del tiempo de dicha fosforilaciéon podria conducir a una acumulacién de
H4K16ac que favoreceria la HR. Por el contrario, la pérdida de dicha fosforilacion favoreceria el
establecimiento de marcas de H4K20me2 que inducen la NHEJ. En este sentido, seria interesante analizar
si mutantes de Tip60 no fosforilables por VRK1 dificultan la acumulacion de BRCAL1 tras la induccién de
dafio y favorecen en su lugar la acumulacion de 53BP1. Por el contrario, de acuerdo con la hipotesis
establecida, mutantes fosfomiméticos de Tip60 promoverian la acumulacion de BRCAL y HR en detrimento
de la NHEJ estimulada por 53BP1.

Llegados a este punto, se ha demostrado que la fosforilacion de Tip60 ejercida por VRK1 es
imprescindible para su actividad acetiltransferasa. Un aspecto fundamental a tener en cuenta es que,
durante la DDR, la activacién y consecuente actividad quinasa de VRK1 es regulada por la interaccion de
su extremo C-terminal con las histonas (Kang et al., 2007; Wiebe y Jamin, 2016). Esto hace pensar que la
fosforilacion y activacion de Tip60 ocurre directamente en las regiones nucleares asociadas a la cromatina.
Teniendo en cuenta esto, quisimos analizar la localizacién celular de Tip60 por inmunofluorescencia con el
proposito de determinar si existe una migracion subcelular de la proteina en respuesta a dafio génico. El
resultado obtenido mostré una acumulacion significativa de Tip60 en la region nuclear en respuesta a dafio
génico. Ademas, esta acumulacion nuclear dependia directamente de VRK1, pues el bloqueo de expresion
de la quinasa conducia una dispersién de Tip60 incluso en presencia de dafio génico, que reducia de
manera significativa sus niveles nucleares. Posteriormente, se realiz6 un estudio de la localizacién
subnuclear de Tip60, comparando sus niveles en las fracciones nucleoplasmatica y cromatinica a lo largo
de diferentes tiempos de tratamiento con doxorrubicina. Se observo que, independientemente del dafio,
existe una subpoblacién constante de Tip60 en el nucleoplasma que no es fosforilada tras la induccion del
dafio génico. Ademas, a pesar de no ser fosforilada por VRK1, se comprobd que ambas proteinas, Tip60 y
VRK1, interaccionaban y formaban un complejo basal en esta region nucleoplasmatica. Esto demuestra
gue la activacion de VRK1 requiere de una interaccion con la cromatina en la region del dafo. Por el
contrario, en ausencia de dafio, Tip60 no se asociaba a la cromatina. Sin embargo, a medida que se inducia
dafio génico, aparecia una subpoblacidon progresivamente mayor de la acetiltransferasa en esta regién
subnuclear. Dicha subpoblacién resultaba estar fosforilada por VRK1. Ademas, cuando la quinasa no se
expresaba en las células, la acumulacion cromatinica de Tip60 se perdia completamente, indicando que
dicha fosforilacion es necesaria para la unién de Tip60 a la cromatina. En conclusion, se demostré que la
fosforilacion de Tip60 mediada por VRK1 tiene lugar en la regién cromatinica, donde VRK1 es activada, y
gue contribuye a la retencién de la acetiltransferasa en la misma.

Hasta la fecha, se ha descrito que la unién de Tip60 a la cromatina estd mediada por modificaciones
epigenéticas y, mas concretamente, por la trimetilacion de la H3K36, a la que Tip60 se une por medio de
su cromodominio. Sin embargo, para que esta unién sea posible, las proteinas que puedan estar unidas a
las marcas de H3K36me3 deben de ser liberadas. Entre estas proteinas se encuentra HP1 (heteroproteina
1). Un estudio realizado en 2009 demostrd que la caseina quinasa 2 fosforilaba a HP1, posibilitando su
liberacion de la H3K36me3 y el posterior acceso y union de Tip60 a dicha marca epigenética (Sun et al.,
2009). Mas recientemente, un nuevo estudio ha demostrado que la unién de Tip60 a la H3K36me3 puede
tener lugar no sélo a través de su cromodominio, sino también de forma indirecta por medio de la proteina
LEDGF (del inglés, lens epithelium-derived growth factor p75) (Li y Wang, 2017). Segun este estudio, tras
la induccién del dafio génico, una trimetilacion en la H3K36 posibilita la union de LEDGF, que se encuentra
interaccionando con Tip60. Como resultado, Tip60 es reclutada a la cromatina a través de esta proteina
puente, posibilitandose de esta manera la acetilacion de la lisina 16 de la histona H4.
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A la vista de las diferentes posibilidades descritas para la union de Tip60 a la cromatina, seria
interesante profundizar en el principio mecanistico por el cual VRK1 posibilita el reclutamiento y retencion
cromatinica de Tip60. Asi, convendria analizar en primer lugar si la fosforilacién de Tip60 por VRK1 en
respuesta a dafio esta posibilitando un anclaje directo de la acetiltransferasa a la H3K36me3 o si, por el
contrario, esta acumulacién de Tip60 en la cromatina mediada por VRK1 depende de otras proteinas
intermedias que actlan como puente. Por otro lado, tal y como se discutird de forma mas detallada en el
apartado 1.6., convendria estudiar si VRK1 esta regulando de forma indirecta el establecimiento de marcas
de H3K36me3 que permitan la posterior unién de Tip60. Por dltimo, también seria interesante tratar de
averiguar si VRK1, ademas de fosforilar a Tip60, esta implicado en la fosforilacién y liberacién de proteinas
como HP1 ancladas a la H3K36me3, siguiendo un proceso similar al llevado a cabo por la caseina quinasa
2.

Estudios anteriores han demostrado que muchas de las dianas de VRK1, como 53BP1 (Sanz-Garcia
et al., 2012), coilina (Cantarero et al, 2015) o ataxina (datos no publicados), aumentan su estabilidad al ser
fosforiladas por la quinasa. Por ello, junto con la actividad catalitica y la localizacion subcelular de Tip60,
también se analiz6 el posible papel que VRK1 podia estar ejerciendo sobre la vida media de la
acetiltransferasa. Para ello, en primer lugar analizamos la estabilidad de Tip60 tanto en presencia como en
ausencia de VRK1. Observamos que los niveles celulares de Tip60 se veian notablemente disminuidos
cuando la expresion de VRK1 se bloqueaba. Esto proporcionaba un primer apoyo a la hip6tesis de que
VRK1 estabiliza a Tip60. Estudios posteriores demostraron que el efecto que VRK1 ejerce sobre la
estabilidad de la acetiltransferasa esta directamente relacionado con los niveles de ubiquitinacién de esta
Ultima. Concretamente, células que estan sometidas a dafio génico muestran niveles reducidos de Tip60
ubiquitinado, lo que implica reducir su marcaje para la degradacion via proteasomal. Sin embargo, cuando
estas células son incapaces de expresar VRK1, los niveles de ubiquitinacién de Tip60 incrementaban
significativamente en respuesta a dafio génico. Por lo tanto, se concluyé que VRK1 esté protegiendo a
Tip60 del marcaje necesario para su degradacion tras la induccién de dafio génico. Desde un punto de vista
mecanistico, esto podria ser debido a una mayor demanda de Tip60 bajo estas condiciones de dafio con el
fin de posibilitar el correcto desarrollo de la DDR. Asi, al aumentar la estabilidad de Tip60, también aumenta
sus niveles y su actividad acetiltransferasa en la célula, posibilitando que ejerza las funciones anteriormente
descritas sobre la cromatina y ATM.

Como conclusién a este apartado, podemos decir que la funcién de Tip60 a lo largo de las diferentes
etapas de la DDR esté estrechamente ligada a VRK1. Tras la aparicion de dafio génico, VRK1 se activa y
fosforila a Tip60. Como consecuencia, Tip60 no sélo ve posibilitada su autoacetilacién e incremento de su
actividad catalitica sobre distintos sustratos, sino que también experimenta un incremento de su estabilidad
y una redistribucion subcelular que permite su anclaje a la cromatina. Todo ello, en conjunto, aumenta
considerablemente las capacidades de Tip60 durante la DDR que, en ausencia de VRK1, se verian
seriamente comprometidas. Sin embargo, con los resultados hasta ahora expuestos, no queda resuelto si
los tres efectos que VRK1 ejerce sobre Tip60 (aumento de actividad catalitica, localizacion cromatinica y
proteccion frente a la degradacion via proteasoma) estan interconectados y el desarrollo de unos depende,
necesariamente, del desarrollo de otros o viceversa.
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3. IDENTIFICACION DE LOS RESIDUOS DE FOSFORILACION
DE TIP60 DURANTE LA RESPUESTA AL DANO GENICO

Una vez identificada VRK1 como quinasa responsable de la fosforilacion de Tip60 durante la respuesta
a dafo génico, uno de nuestros principales objetivos fue averiguar cudl era el residuo diana de dicha
fosforilacion. La bibliografia existente hasta ahora describe dos principales residuos de fosforilaciéon de
Tip60: la serina 86 y la serina 90. En el caso del primer residuo, su fosforilacién ha sido ampliamente
caracterizada en el contexto de la muerte celular programada. En este sentido, la quinasa GSK-3 cataliza
la modificacién post-traduccional, lo que incrementa la especificidad de Tip60 por p53, que sera acetilado y
activara una serie de genes proapoptoticos (Charvet et al., 2011). Por otro lado, se han identificado al menos
dos quinasas responsables de fosforilar a la serina 90 de Tip60. La primera de ellas es CDK1 (también
llamada Cdc2), una quinasa dependiente de ciclo que es activa durante la fase G2/M del ciclo tras su unién
a la ciclina B. Por lo tanto, en este caso la fosforilacion en la serina 90 representa una modificacién post-
traduccional dependiente de ciclo, la cual es importante a la hora de controlar la progresion del ciclo celular
(Lemercier et al., 2003). La otra quinasa descrita que tiene como sustrato la serina 90 de Tip60 es CDK9, a
través del complejo P-TEFb del que forma parte. En este caso, dicha fosforilacién, tal y como se ha descrito
anteriormente, posibilita el correcto desarrollo del proceso transcripcional. Por lo tanto, de acuerdo con los
datos preexistentes, se sabe que la fosforilacion en un mismo residuo de Tip60 (como es el caso de la
serina 90) puede desencadenar funciones biol6gicas diferentes en funcién de la quinasa que catalice la
modificacién y del propio contexto celular. Por ello, planteamos la posibilidad de que, en el contexto del
dafio génico y reparacion del mismo, fuera alguna de estas dos serinas ya caracterizadas para otras
funciones celulares las que constituyeran el sustrato de VRK1. Sin embargo, tanto ensayos de fosforilacion
in vitro como ensayos de fosforilacion in vivo en respuesta a dafio génico para Tip60 S86A y Tip60 S90A
mostraban que ambos mutantes mantenian el estado de fosforilacion inducido como consecuencia de las
lesiones en el ADN. Llegados a esto punto, nos servimos de diferentes herramientas bioinformaticas que
nos proporcionaron nuevos residuos de Tip60 candidatos a ser fosforilados por VRK1. Asi, se desarrollaron
diferentes mutantes de Tip60 para cada uno estos residuos, en los cuales la serina o treonina
correspondiente era sustituida por alanina. De esta manera, se esperaba que aquel mutante que no fuera
fosforilado en la célula tras la induccion de dafio génico revelara a su residuo mutado como el sustrato de
VRK1 en Tip60. Sorprendentemente, se encontraron, no uno, sino dos mutantes que no eran fosforilados
tras dos horas de tratamiento con doxorrubicina: Tip60-T158A y Tip60-S199A. Con estos resultados, una
primera interpretacién fue que ambas fosforilaciones en la T158 y en la S199 debian ser necesariamente
dependientes la una de la otra, pues en caso contrario la fosforilacion asociada al residuo no mutado en
cada uno de los mutantes hubiera debido ser detectable en el experimento realizado. De hecho, el posterior
estudio de fosforilacion con los mutantes fosfomiméticos T158D y S199D revelaba una fosforilacion que,
presumiblemente, era debida a la fosforilacion del residuo no mutado. Ademas, dobles mutantes de Tip60
para ambos residuos perdian completamente la fosforilacion en respuesta a dafio, confirmando que no
existian otros residuos fosforilados en este contexto. Sin embargo, la hipétesis de que las fosforilaciones
en ambos residuos fueran interdependientes la una de la otra finalmente fue descartada al estudiar las
cinéticas de fosforilacién para cada uno de los mutantes T158A, S199A, T158D y S199D (figura 78, fondos
claros). Resulté que el mutante S199A, para el que anteriormente no se habia detectado fosforilacion,
realmente si era fosforilado en respuesta a dafio génico, pero dicha fosforilacion ocurria a tiempos mas
cortos tras la induccién del dafio. Por tanto, se concluyé que la fosforilacién en la T158 (aquella detectada
en los mutantes para la S199) era independiente de la fosforilacién en la S199. Por el contrario, dado que
Unicamente el mutante T158D, y no el mutante T158A, se fosforilaba a lo largo del tiempo de tratamiento,
se concluia que la fosforilacion en la S199 si era dependiente de una fosforilacion previa en la T158. Ahora
bien, analizando mas detalladamente los resultados obtenidos para los mutantes S199A y S199D, se
observé una clara diferencia en cuanto a la cinética de fosforilacion de la T158 entre uno y otro. En el caso
de Tip60-S199A, la fosforilacion en la T158 se perdia rapidamente, tras la primera hora de tratamiento con
doxorrubicina. Por el contrario, para el mutante Tip60-S199D dicha fosforilacion se mantenia a lo largo de
mas tiempo, siendo aun detectable tras dos horas de tratamiento. Dado el efecto fosfomimético de este
Ultimo mutante sobre la S199, estos resultados sugieren que la posterior fosforilacion que acontece en Tip60
wild-type sobre la S199 permite mantener y estabilizar la fosforilacién previa en la T158, evitando que ésta
se pierda tras los primeros minutos de aparicién de dafio génico.
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De acuerdo con los resultados anteriores y dado que el silenciamiento de VRK1 imposibilitaba la
fosforilacion de Tip60 en respuesta a dafio génico, se abrian dos posibilidades. La primera de ellas era que
VRK1 fuera responsable de fosforilar a Tip60 tanto en la T158 como en la S199. La segunda posibilidad era
que VRK1 Unicamente fosforilara a la T158, mientras que la fosforilacién en la S199, dependiente de la
primera, fuera realmente llevada a cabo por otra quinasa. Para resolver esta incognita, se llevaron a cabo
estudios de fosforilacion de mutantes de Tip60 en células en las que VRK1 no era capaz de expresarse.
Las dinamicas de fosforilacion de cada uno de estos mutantes (T158A, S199A, T158D y S199D) en
respuesta a dafio y en ausencia de VRK1 aparecen esquematizados en la figura 78 (fondos oscuros). Los
resultados obtenidos permitieron concluir que VRK1 Unicamente era responsable de catalizar la fosforilacion
en la T158, mientras que la S199 era fosforilada por otra quinasa diferente.

De las dos fosforilaciones identificadas, aquella que tiene lugar sobre la S199 es completamente
nueva, no habiendo sido descrita con anterioridad en la bibliografia desde un punto de vista biol4gico,
aunque si haya sido descrita in vitro (Mertins et al., 2013; Zhou et al., 2013). Sin embargo, la fosforilacion
sobre la T158 si ha sido identificada recientemente en el contexto de muerte celular programada (Xu et al.,
2014). En este caso, ante una acumulacion significativa de dafio, es la quinasa p38a la que fosforila dicho
residuo, favoreciendo la acetilacién de p53 por Tip60 y la posterior activacién de genes proapoptéticos. Sin
embargo, en este trabajo se ha demostrado que la fosforilacién promovida por VRK1 sobre dicho residuo
no es necesaria para la acetilacion de p53 y posterior activacion de genes proapoptéticos. De hecho, tal y
como se ha mencionado anteriormente, se sabe que VRK1 actlia como proteina antiapoptética, protegiendo
a las células de esta muerte celular programada (Navarro-Carrasco y Lazo, 2021). Esto demuestra
nuevamente, al igual que ocurria con la serina 90, que una misma fosforilacién sobre Tip60 puede
desencadenar respuestas celulares completamente diferentes en funcion de la quinasa y el contexto celular
en los que dicha modificacién tenga lugar. Sin embargo, las bases moleculares por las que una misma
modificacién post-traduccional es capaz de desencadenar estas respuestas celulares distintas alin es poco
conocida, siendo evidente la existencia de crosstalks entre rutas moleculares totalmente diferentes con
Tip60 como elemento comun. Por ello, seria conveniente profundizar en las cascadas de sefializacion de
cada una de estas rutas moleculares, asi como en la capacidad de Tip60 de favorecer el desarrollo de una
u otra. En este sentido, el fendmeno de la doble fosforilacién descrito en este trabajo, primero en la T158 y
después en la S199, y que parece no ocurrir cuando la T158 es fosforilada por p38a, podria jugar un papel
fundamental a la hora de orientar la funcionalidad celular hacia la reparacion del dafio y no hacia la induccién
de apoptosis. De hecho, un fenémeno similar también ha sido descrito en Tip60 para los residuos S86 y
S90. Por un lado, una Unica fosforilacion en la S90 de Tip60 por CDK9 induce una parada de ciclo celular
(Lemercier et al., 2003). Sin embargo, si a dicha fosforilaciéon en la S90 le sigue una segunda fosforilacion
en la S86 por GSK-3, el resultado es la induccién de una muerte celular programada (Charvet et al., 2011).
Ademas, si en este proceso de doble fosforilacion es la CDK1, en lugar de la CDK9, la que cataliza la
primera fosforilacién, el resultado es un aumento su capacidad catalitica y especificidad por regiones
promotoras concretas que favorece en gran medida la activacion y progresion transcripcional sin inducir
apotosis celular (Brauns-Schubert et al., 2018). Teniendo en cuenta esto, un estudio mas exhaustivo de la
especificidad de sustrato de Tip60 como consecuencia de la fosforilacion de su S199, asi como la
identificacion de la quinasa responsable de catalizar dicha modificaciéon, podrian aportar nuevas
conclusiones acerca de los roles alternativos que ejerce esta acetiltransferasa.
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Figura 78. Representacion esquematica de las dinamicas de fosforilacion de Tip60 wild type y diferentes mutantes de Tip60 en respuesta a dafio génico tanto en presencia
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Tip60 se fosforila en respuesta a dafio génico.

Tip60 no se fosforila en respuesta a dafio en ausencia de VRK1.

T158 no esté disponible para la fosforilacién, a pesar de que VRK1 esté disponible,
imposibilitando cualquier tipo de fosforilacion.

T158 no esté disponible para la fosforilacion, imposibilitando cualquier tipo de
fosforilacion.

T158 disponible para una fosforilacion temprana, la cual es detectada. Tras tiempos
cortos de tratamiento en los que T158 pierde fosforilacién, la S199 no se fosforila al no
estar disponible, perdiéndose la sefal de fosforilacion asociada.

La ausencia de VRK1 impide la primera fosforilacion sobre la T158 libre, perdiéndose la
sefial temprana de fosforilacion. VRK1 fosforila a T158.

El aspartico mimetiza la fosforilacion de T158 por VRK1, posibilitando la posterior
fosforilacion de S199, que es la detectada.

El aspartico mimetiza la fosforilacion de T158 por VRK1, posibilitando la posterior
fosforilacion de S199, que se confirma que es independiente de VRK1.

T158 disponible para la fosforilacion temprana por VRK1, que es detectada. Dicha
fosforilacion es mantenida a lo largo de mucho méas tiempo en comparacion con la
observada en el mutante S199A.

El silenciamiento de VRK1 imposibilita la fosforilacion de T158, no detectando
sefial.

(fondo claro) como en ausencia (fondo oscuro) de VRK1. A la derecha se describen las principales conclusiones obtenidas de cada uno de los resultados.
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4. EFECTO DE LAS FOSFORILACIONES DE TIP60
IDENTIFICADAS SOBRE LA FUNCIONALIDAD DE LA
ACETILTRANSFERASA A LO LARGO DE LA DDR

Anteriormente se ha demostrado que VRK1 modula tres aspectos diferentes de Tip60 en respuesta a
dafo génico: estabilidad, localizacién subcelular y actividad acetiltransferasa. Sin embargo, no se habia
podido determinar cémo la fosforilacion descrita en ese apartado podia estar regulando de forma conjunta
esas tres propiedades a lo largo de la respuesta al dafio génico. La identificaciéon de dos fosforilaciones
diferentes de Tip60, directa e indirectamente dependientes de VRK1, abre una posibilidad a la hora de
aclarar esta situacién. En otras palabras, ambas fosforilaciones, que ocurren secuencialmente, podrian
estar coordinando los tres efectos descritos de forma légica y ordenada. Para afrontar esta perspectiva,
decidimos utilizar diferentes mutantes no fosforilables (T158A y S199A) y fosfomiméticos (T158D y S199D)
de Tip60 y realizar una serie de experimentos que permitieran determinar su comportamiento tanto a nivel
de actividad acetiltransferasa, como de estabilidad y localizacién subcelular. Asi, variaciones en el
comportamiento de dichos mutantes respecto a Tip60 wild type permitirian asociar cada una de las
fosforilaciones identificadas en la T158 y S199 con la regulacién de una determinada propiedad de Tip60.

En primer lugar, decidimos analizar la estabilidad de los mutantes de Tip60. En ausencia de dafio
génico, estudios de estabilidad con cicloheximida revelaron una gran inestabilidad de los mutantes no
fosforilables T158A y S199A, no sélo en ausencia de VRK1 (como ocurria con Tip60 wild type) sino también
en presencia de la quinasa. Por su parte, el mutante S199D mostraba un comportamiento similar al de Tip60
wild type, mientras que el mutante T158D era estable tanto en presencia como en ausencia de VRK1. Este
ultimo resultado, en el que la sustitucion de la treonina en la posicion 158 por aspértico esta mimetizando
el efecto de la fosforilacion, parecia indicar que era la fosforilacién en este residuo el que confiere estabilidad
a Tip60. Para confirmar esto, decidimos analizar la capacidad que los mutantes T158A y S199A, que
mostraban gran inestabilidad, tienen para reestablecer sus niveles proteicos. Observamos que el mutante
T158A, que tal y como se ha descrito anteriormente tiene incapacitada su fosforilacion en la S199 al ser
dependiente de una fosforilacion previa en la T158, recuperaba sus niveles proteicos a partir de las 2 horas
de retirar la cicloheximida. Este comportamiento era idéntico independientemente de la ausencia o
presencia de dafio génico. Sin embargo, el mutante S199A, que si puede ser fosforilado en la T158 en
respuesta a dafio, recuperaba sus niveles proteicos de forma mucho més precoz (a partir de la media hora
de retirada de cicloheximida) cuando dicha fosforilacion en la T158 se inducia mediante un tratamiento con
doxorrubicina. Ademas, el silenciamiento génico de VRK1 y la consecuente pérdida de la fosforilacion en la
T158 en respuesta a dafio génico suponia nuevamente una recuperacion mucho mas lenta de los niveles
proteicos de la proteina. De esta manera se concluia que la fosforilacion en la T158, pero no la fosforilacién
en la S199, era responsable de conferir la estabilidad a Tip60. Ademas, posteriores experimentos en los
gue se analizaba el grado de ubiquitinacion de los diferentes mutantes en respuesta a dafio génico
confirmaban que este aumento de estabilidad de Tip60 era debido a una proteccién que la fosforilacion en
la T158 ejercia en su marcaje para la degradacion via proteasoma por las ubiquitina ligasas RNF8 o Mdm2.

En relacion con los resultados obtenidos, cabe destacar un estudio previo que ya demostraba un
aumento de la vida media de Tip60 cuando las células eran sometidas a dafio génico (Legube et al., 2002).
De acuerdo con este estudio, Tip60 se encuentra interaccionando con Mdm2 en condiciones basales. Esta
interaccion posibilita la ubiquitinacion de Tip60, que mantiene unos niveles proteicos relativamente bajos
en la célula. Tras la induccién de dafio génico, los niveles de Tip60 aumentan de manera significativa, lo
cual esta directamente asociado a una disrupcion de su interaccion con Mdm2. Las conclusiones obtenidas
en esta tesis doctoral complementan esta informacién y sitdan a la quinasa VRK1 como un elemento clave
en este proceso (figura 79). Aparentemente, la fosforilacién de la T158 de Tip60 durante la respuesta a
dafio génico podria estar detras de esta pérdida de especificidad de Tip60 por Mdm2, lo cual justificaria el
descenso de ubiquitinacion observado tanto en Tip60 wild type tras la induccién de dafio génico como en
el mutante T158D, independientemente de la induccion de dafio. Asi, seria conveniente realizar nuevos
experimentos que confirmaran esta hipétesis. Entre ellos, uno muy interesante podria ser el analisis de la
interaccion Tip60-Mdm2 en células incapaces de expresar VRK1. También seria muy interesante estudiar
dicha interaccién de Mdm2 con los mutantes de Tip60 T158A, para el cual se espera una interaccion estable
incluso en respuesta a dafio génico, y T158D, para el cual se espera una pérdida de interaccién incluso en
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ausencia de dafio génico. En base a esto, existen trabajos previos que demuestra un mecanismo mediado
por VRK1, idéntico al descrito para Tip60, que aumenta la estabilidad del factor de transcripcion p53
(Campillo-Marcos y Lazo, 2018). De nuevo, VRK1 seria responsable de fosforilar a p53 en respuesta a dafio
génico, lo cual evitaria su interaccion con Mdm2. Como resultado, el factor de transcripcién se acumularia
en la célula y conduciria a una activacion transcripcional de los genes implicados en la parada de ciclo
celular. Estos resultados constituyen un apoyo fundamental para el mecanismo de regulacion de Tip60
planteado. Por ultimo, cabe destacar que, junto con Mdm2, se ha identificado a RNF8 como otra ubiquitina-
ligasa que también participa en el marcaje de Tip60 para su degradacion, por lo que seria interesante
estudiar si el mecanismo planteado es valido para ambas ubiquitina-ligasas.

De acuerdo con el modelo planteado, la estabilidad de Tip60 mediada por VRK1 juega un papel
fundamental en el contexto del dafio génico, donde la fosforilacién de la T158 tiene lugar. Sin embargo,
algunos de los experimentos realizados en los que también se demuestra que VRK1 estabiliza a la proteina
se realizaron en ausencia de dafio. Por lo tanto, estos resultados aparentemente son incompatibles con el
modelo. Esta incompatibilidad podria explicarse a partir del hecho de que las células en estos experimentos
estén siendo tratadas con cicloheximida. El bloqueo de la sintesis de novo de proteinas provoca que la
cantidad de Tip60 en la célula no se pueda renovar y esté, por lo tanto, limitada. Ante esta situacion y
teniendo en cuenta las funciones esenciales que Tip60 desempefia no sélo en el contexto de dafio génico,
sino también en procesos como el control de la transcripcion, VRK1 podia estar igualmente fosforilando a
Tip60 para evitar asi su degradacion via proteasoma. En base a esto, hubiera sido conveniente analizar el
grado de fosforilacion de las diferentes variantes de Tip60 en los experimentos mencionados. Por otro lado,
el tratamiento de cicloheximida y la consecuente incapacidad de las células para llevar a cabo la sintesis
proteica también podria estar induciendo un estrés celular significativo por si mismo bajo el cual, la
fosforilacion de Tip60 por VRK1 esté estimulada como mecanismo de respuesta. En cualquier caso, resulta
evidente el papel central que VRK1 ejerce sobre la estabilidad de la acetiltransferasa.
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Figura 79. Esquema del modelo planteado acerca de la estabilizacién de Tip60 en respuesta a dafio mediada por la
fosforilacion de la T158 a través de VRK1.
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Tras estudiar la estabilidad de los diferentes mutantes en el contexto de dafio génico, el siguiente
objetivo planteado fue determinar el efecto de cada una de las fosforilaciones identificadas en la localizacién
subnuclear de Tip60. Para ello, utilizando de nuevo los diferentes mutantes no fosforilables (T158Ay S199A)
y fosfomiméticos (T158D y S199D) de Tip60, realizamos un fraccionamiento nuclear a lo largo de diferentes
tiempos de tratamiento con doxorrubicina y analizamos los niveles de cada uno de los mutantes en las
fracciones nucleoplasmatica y cromatinica. Resulté que el mutante no fosforilable T158A no se acumulaba
en ninglin momento en la cromatina, mientras que Tip60-S199A si experimentaba una acumulacién en la
cromatina, previa fosforilacion de la T158, a lo largo del tiempo de tratamiento. Esto, junto con el hecho de
que el mutante T158D aparecia unido a la cromatina incluso en ausencia de dafio mientras que el mutante
S199D, al igual que su antagonista S199A, se acumulaba de forma progresiva en la cromatina a medida
gue la fosforilacion en la T158 tenia lugar, permitié concluir que la fosforilacién en la T158 era la Unica
necesaria para posibilitar la translocacién de Tip60 a la regiéon cromatinica dafiada. Este fendbmeno es
compatible con el hecho de que VRK1 sea responsable de fosforilar directamente dicho residuo. Tal y como
se ha mencionado anteriormente, la activacion de VRK1 en respuesta a dafio génico requiere de una
interaccion con diferentes histonas que posibilitan su cambio conformacional (Kang et al., 2007; Wiebe y
Jamin, 2016). En este sentido, se esperaba que la fosforilacion de Tip60 tuviera lugar en la region
cromatinica una vez que VRK1 fuera activado en la misma. De esta manera, la rapida respuesta de Tip60
tras la aparicién del dafio génico, siendo capaz de acetilar diferentes sustratos tras los primeros minutos de
dafio, estaria posibilitada por el efecto de dicha fosforilacion temprana en la T158 que promueve su
acumulacion en la regién cromatinica.

Llegados a este punto, se sabia que la fosforilacion en la T158 era responsable de dos efectos
fundamentales sobre Tip60: por un lado, aumentaba su estabilidad y, por otro, posibilitaba su union a la
cromatina. Sin embargo, el orden cronolégico en el que ambos fendmenos tiene lugar no ha podido ser
demostrado. En base a esto, una primera posibilidad es que la fosforilacion en la T158 aumente en primer
lugar la estabilidad de Tip60 y, como consecuencia, se produzca una acumulaciéon de la proteina a nivel
nuclear que facilite su translocacion a la cromatina. Ahora bien, esta hipétesis parece poco probable, dado
gue el fenébmeno de translocacion de Tip60 se observa rapidamente tras los primeros minutos de induccion
de dafio génico. En este lapso de tiempo es dificil, por lo tanto, asumir que el cambio en la estabilidad y
niveles proteicos de Tip60 sean tan significativos como para que se posibilite dicha acumulacién
cromatinica. Por el contrario, una segunda posibilidad es que la fosforilacién en la T158 esté directamente
asociada a la unién de Tip60 en la cromatina. Junto con esta rapida translocacion y de forma independiente,
Tip60, tal y como se ha explicado en el modelo de la figura 79, se liberaria de Mdm2 y, al no ser degradada,
experimentaria una acumulacion significativa de sus niveles proteicos en la cromatina. Teniendo en cuenta
esto, seria interesante realizar mas estudios que permitieran esclarecer la interconexién entre los dos
efectos observados, sujetos a una misma fosforilacion en la T158. Ademas, convendria estudiar si el propio
anclaje de Tip60 a la cromatina promovido por VRK1 favorece la estabilizacién de la HAT o si, por el
contrario, basta con la fosforilacién en la T158, independientemente de si Tip60 est4 unida a la cromatina,
para impedir su degradacion.

Por dltimo, quisimos analizar la manera en la que cada una de las fosforilaciones en la T158 y S199
esta afectando a la actividad acetiltransferasa de Tip60. Para ello, en primer lugar, se analiz6 in vitro, a
partir de mutantes de Tip60 purificados de células sometidas a diferentes condiciones, la actividad
acetiltransferasa de cada uno de ellos. De esta manera, evitAbamos que otros factores que pudieran estar
condicionando la actividad acetiltransferasa, como el anclaje a la cromatina previamente descrito, pudieran
interferir con los resultados. Observamos una incapacidad de los mutantes no fosforilables T158A y S199A
para ejercer su actividad catalitica en respuesta a dafio, asi como una significativa actividad catalitica de
los mutantes T158D y S199D en este contexto. Una diferencia fundamental entre los mutantes
fosfomiméticos era el hecho de que el mutante S199D mantenia una actividad catalitica muy elevada incluso
cuando habia sido purificado a partir de células no sometidas a dafio génico. Dado que bajo estas
condiciones la fosforilaciéon en la T158 de este mutante no se producia, este resultado parecia indicar que
la fosforilacién en la S199 era suficiente para la actividad acetiltransferasa de Tip60. Para confirmar esto,
se analizd in vivo tanto la actividad autocatalitica como la actividad acetiltransferasa de sustrato de cada
uno de los mutantes. Los resultados obtenidos del estudio autocatalitico confirmaban que basta una
fosforilacion en la S199 para que Tip60 sea cataliticamente activa, ya que el mutante S199D era capaz de
autoacetilarse por si mismo incluso cuando la fosforilacion previa en la T158 estaba impedida. Sin embargo,
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sorprendentemente, al analizar la actividad de los diferentes mutantes sobre la H4K16 y ATM en respuesta
a dafio génico, se observd que el mutante S199D Unicamente era capaz de fosforilar los sustratos en
presencia de VRK1, cuando la fosforilacién en la T158 tenia lugar. Por lo tanto, mientras que para la
actividad autocatalitica de Tip60 basta la fosforilacion en la S199, la actividad de sustrato requiere de ambas
fosforilaciones en la T158 y la S199. La interpretacién de estos resultados sugiere que para que Tip60
ejerza sus funciones a lo largo de la DDR, es necesaria una estabilizacion y acumulacion previa de la
proteina a nivel de la cromatina. Por Ultimo, conviene matizar la conclusién obtenida del estudio de
autoacetilaciéon realizado sobre mutantes de Tip60, segln la cual la autoacetilacién y activacion de la
proteina dependen Unicamente de la fosforilacion en la S199. In vivo, para que Tip60 wild type se fosforile
en la S199, es necesaria una fosforilacion previa en la T158, tal y como se ha demostrado en este trabajo.
Por lo tanto, realmente ambas fosforilaciones, la primera en la T158 de forma indirecta y la segunda en la
S199 de forma directa, son necesarias para la autoactivaciéon de Tip60. Dicho en otras palabras, la
fosforilacion en la T158 durante la DDR posibilita la fosforilacion en la S199, siendo esta Ultima la que
confiere la capacidad autocatalitica a Tip60.

Como resumen de los resultados discutidos en este apartado, se establece un modelo cronoldgico de
fosforilaciones de Tip60 y consecuencias funcionales derivadas de las mismas a lo largo de la respuesta al
dafio génico. Este modelo aparece representado esqueméaticamente en la figura 80. En primer lugar, tras
la aparicion de dafio génico, uno de los primeros eventos que tiene lugar es la activacion de VRK1. Como
consecuencia, entre otras muchas funciones, VRK1 va a fosforilar a Tip60 en su T158, lo que permite el
reclutamiento de la HAT a la cromatina. Al mismo tiempo, esta fosforilacion va a posibilitar que Tip60
aumente su estabilidad proteica, probablemente debido a la liberaciéon de las ubiquitina ligasas Mdm2 y/o
RNF8, que se encontraban unidas a Tip60 para marcar su degradacion via proteasoma (ver figura 79).
Todo esto se traduce en una retencion y acumulacion significativa de Tip60 en la cromatina. De esta
manera, quedaria asegurada una rapida respuesta de la acetiltransferasa a lo largo de la DDR. Ademas, la
fosforilacion en la T158 conduce a una segunda fosforilacion, a través de una quinasa desconocida, en la
S199. Esta fosforilacion, por su parte, activa parcialmente a Tip60, lo que posibilita un fenémeno de
autoacetilacion y activacion completa. Al estar acumulada en la cromatina, Tip60 va a tener acceso a los
diferentes sustratos a los que acetila a lo largo de la DDR, entre los cuales se encuentran la H4K16 y ATM,
también localizados en la cromatina o estrechamente asociados a ella. Finalmente, tal y como se ha descrito
anteriormente, la acetilacion de ambos sustratos desencadena la cascada de sefializacion que posibilitara
la reparacion del dafio.
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Figura 80. Esquema del modelo planteado en este trabajo acerca de la regulacion que VRK1 ejerce sobre Tip60 a lo largo de la DDR.
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5. DEFECTOS DE LA REPARACION DEL DANO GENICO EN LA
PATOGENESIS DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS
ASOCIADAS A VRK1

Mas alla de los altos niveles de expresion de VRK1 asociados al desarrollo de tumores de mal
pronéstico (Campillo-Marcos y Lazo, 2018; Ren et al.,, 2020), hasta la fecha no se han identificado
mutaciones de esta quinasa que sean responsables del desarrollo de enfermedades oncolégicas. Por el
contrario, a lo largo de los Ultimos afios si que se ha podido asociar la aparicion de diferentes enfermedades
neurodegenerativas a la portabilidad de mutaciones de VRK1 (Martin-Doncel et al., 2019). Tal es asi que,
desde 2009, se han descrito un total de 22 mutaciones de VRK1 responsables del desarrollo de estos
sindromes neurolégicos, que se manifiestan cuando los dos alelos de VRK1 son portadores, ya sea en
homocigosis o heterocigosis, de una o dos de estas mutaciones, respectivamente.

La implicacion de estas mutaciones en la patogénesis de dichas enfermedades ha hecho que el interés
por VRK1 crezca en el &mbito neuroldgico, abriendo una nueva posibilidad para esclarecer las bases
asociadas al desarrollo de las mismas. En base a esto, se ha realizado una primera caracterizacion
bioquimica de cada uno de los mutantes de VRK1 identificados, concluyendo que estas variantes
patogénicas muestras alteraciones en su estabilidad proteica y/o actividad quinasa (Martin-Doncel et al.,
2019). Sin embargo, més alld de esta primera caracterizacion, el mecanismo patogénico especifico por el
cual estas variantes de VRK1 conducen al desarrollo de la enfermedad neurodegenerativa sigue siendo
desconocido. De acuerdo con los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, una hipétesis podria ser que
las variantes patogénicas de VRK1 fueran incapaces de fosforilar a Tip60 y que, como consecuencia, el
desarrollo de la respuesta al dafio génico se viese afectado. Esta hipdtesis se apoya en estudios
preliminares en los que se observa que los mutantes de VRK1 eran incapaces de inducir la acetilacion de
la lisina 16 de la histona H4, asi como la formacién de focos de yH2AX (datos no publicados). En base a
esto, los experimentos realizados en esta tesis doctoral con lineas celulares que expresan algunos de los
mutantes de VRK1 mejor caracterizados han demostrado que, en efecto, ninguna de las variantes
estudiadas (R89Q, R133C, G135R y L195V) es capaz de fosforilar a Tip60. Este resultado justifica los
resultados previos acerca de la acetilacion de la H4K16 y la formacién de focos de yH2AX. Ademas, cabe
destacar que, de entre estas variantes, R89Q y L195V mostraban actividad catalitica en ensayos de
fosforilacion in vitro realizados (Martin-Doncel et al., 2019). Esto parece indicar, por lo tanto, que las
mutaciones de VRK1 encontradas en pacientes pueden estar afectando la actividad de la quinasa sobre
Tip60 no sélo como consecuencia de una pérdida de actividad catalitica, sino también en funcion de otros
aspectos, como pueden ser la interaccion de ambas proteinas o su capacidad para ser reclutadas a la
regién cromatinica. Asi, seria necesario realizar nuevos estudios que permitieran revelar las causas por las
gue los mutantes de VRK1 ven incapacitada su funcion a lo largo de la DDR. En conclusion, los defectos
en la DDR que muestran las células que expresan mutantes patogénicos de VRK1 sugieren que el
desarrollo del cuadro clinico y las enfermedades neurodegenerativas asociadas pueda ser debido a una
incapacidad para reparar lesiones en el ADN y una consecuente acumulacion de dafio génico, de forma
gue las células afectadas pierden su funcionalidad. En este sentido, en la bibliografia esta ampliamente
descrito que alteraciones en la DDR conducen frecuentemente al desarrollo de diferentes enfermedades
neurodegenerativas, lo cual apoya esta hipétesis (McKinnon y Caldecott, 2007; Bianchi et al., 2018).

A nivel clinico, se sabe que las células afectadas en estas enfermedades neurodegenerativas
asociadas a mutaciones de VRK1 son, principalmente, neuronas motoras distales. Este fenomeno resulta
interesante, especialmente teniendo en cuenta la importancia de VRK1 no sélo en el contexto de la
reparacion del dafio génico, sino también en otros aspectos tan importantes como la proliferacién celular
(Valbuena et al., 2011), la regulacién transcripcional (Vega et al., 2004) o la formacién de cuerpos de Cajal
(Canterero et al., 2015), lo que haria pensar que el abanico de células afectadas fuera mucho mas amplio.
Por lo tanto, como las mutaciones de VRK1 descritas afectan exclusivamente a la funcionalidad de neuronas
motoras y no de otros tipos celulares necesita ser esclarecido. En este sentido, seria interesante estudiar
si, junto con los defectos en la DDR, otras rutas de sefializacion celular y funciones celulares mediadas por
VRK1 también se encuentran alteradas en células que expresan variantes patogénicas de la quinasa. Entre
ellas, cobra especial importancia la funcion que VRK1 ejerce sobre la formacién de los cuerpos de Cajal.
Se ha descrito que la quinasa interacciona y fosforila a la coilina, componente principal de los mismos
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(Canterero et al., 2015). Ademas, esta proteina también interacciona con otras proteinas implicadas en el
desarrollo de fenotipos neuropatolégicos, como SMN (del inglés, Survival Motor Neuron) o ataxina-1 (Hebert
et al., 2001; Hong et al., 2003; Chaytow et al., 2018), por lo que una desregulacion de la fosforilacién de la
coilina asociada a VRK1 podria estar contribuyendo al desarrollo de la patologia.

Por otro lado, un estudio establece que las neuronas motoras afectadas también muestran una
limitacion en el proceso de migracién a raiz de una reduccion de los niveles proteicos de VRK1 y una
consecuente inactivacion de la proteina precursora beta-amiloidea (APP) (Vinograd-Byk et al., 2015). De
forma paralela, otros estudios han sido capaces de establecer una conexién directa entre APP y Tip60.
Concretamente se ha demostrado que ambas proteinas se encuentran interaccionando y formando un
complejo basal fundamental para el control transcripcional y desarrollo del sistema nervioso. Para ello, el
complejo es reclutado a los promotores de determinados genes diana donde Tip60 se encarga de acetilar
las histonas y promover asi la transcripcion de dichos genes (Cao y Sudhof, 2001; Slomnicki y Lesniak,
2008). En base a esto, también se ha descubierto que, ante determinadas enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheirmer, existe una pérdida en la actividad de Tip60 y, en consecuencia,
un defecto en la acetilacion de dichos promotores, seguido de una expresion aberrante de los genes diana.
Como resultado, la proteina APP del complejo es capaz de inducir apoptosis en células del sistema nervioso
central, lo cual contribuye enormemente al desarrollo de la enfermedad (Pirooznia et al., 2012). Por lo tanto,
estos ultimos estudios (Pirooznia et al., 2012 y Vinograd-Byk et al., 2015) permiten establecer una nueva y
prometedora interconexion entre Tip60 y VRK1 en el contexto neurodegenerativo asociado a una diana
comun como es APP. Teniendo en cuenta esto, es posible que el efecto que cada una de ellas ejerce sobre
la actividad de APP sea consecuencia de un mismo proceso de regulacion de Tip60 por VRK1, de acuerdo
con el modelo descrito en este trabajo de tesis doctoral. En apoyo a esta idea destaca un estudio en el que
se plantea la posibilidad de que una desregulacién de los mecanismos de control epigenético (como puede
ser el descrito entre Tip60 y VRK1) y el resultante establecimiento de un epigenoma aberrante pueden
contribuir a disfunciones cognitivas (Penner et al., 2010). En este sentido, seria interesante estudiar si, por
ejemplo, VRK1 esta formando parte del complejo APP-Tip60 o si la inducciéon de apoptosis via APP
asociada a una pérdida de actividad de Tip60 en modelos de Alzheimer puede ser dependiente de una
desregulacion de la actividad y control de VRK1 sobre la acetiltransferasa. De igual manera, las
enfermedades neurodegenerativas de pacientes con VRK1 mutado también podrian manifestarse en base
a la hipdtesis planteada, de forma que la pérdida de actividad de la quinasa conduzca a una inactividad de
Tip60 que favorezca la apoptosis de las neuronas motoras distales afectadas via APP.

Como conclusion de este apartado, se puede considerar el defecto en el desarrollo de la DDR asociado
a los mutantes de VRK1 como una de las posibles causas que explican la patogénesis de las enfermedades
neurodegenerativas asociadas. Sin embargo, existen indicios de que otras muchas funciones celulares
pueden estar viéndose alteradas. Por ello, nuevos estudios que determinen el comportamiento de cada una
de estas funciones celulares en funcion de las mutaciones en VRK1 podrian aportar nuevos datos
fundamentales para el entendimiento de estos sindromes neurolégicos severos. Ademas, la heterogeneidad
en los cuadros clinicos de los pacientes afectados por mutaciones de VRK1 parece indicar la existencia de
otras alteraciones genéticas que también puedan contribuir a la patogénesis de la enfermedad. Esta
hipétesis se apoya en el hecho de que la mayoria de los casos clinicos ocurren bien en familias
consanguineas o bien dentro de un subgrupo étnico especifico, aumentando asi considerablemente la
incidencia de diferentes variantes patogénicas.
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6. VRK1 COMO REGULADOR DEL EPIGENOMA CELULAR.
PERSPECTIVAS FUTURAS

En este trabajo, hemos podido identificar a VRK1 como una proteina clave para la acetilaciéon de la
H4K16 durante la DDR. El hecho de que se trate de una quinasa nos llevo a pensar que la regulacién de
esta modificacion epigenética mediada por VRK1 se estaba realizando de forma indirecta, probablemente
a través de la modulacién de la actividad del writer epigenético responsable de catalizar dicha modificacion,
Tip60. Los resultados mostrados en esta tesis confirman esta hipotesis. Sin embargo, junto con Tip60,
existen multitud de moduladores epigenéticos mas, ya sean writers o erasers, implicados en el
establecimiento de un epigenoma celular especifico segun las necesidades de la célula (Hyun et al., 2017).
Por consiguiente, la acetilacion de la H4K16 también es sélo una de las miltiples modificaciones
epigenéticas que juegan un papel clave en funciones tan importantes como la DDR. El resultado de todo
esto es una red compleja de modificadores post-traduccionales de histonas interconectados que establecen
y modifican el epigenoma, de forma sincronizada, a lo largo de la vida celular. Ademas, la complejidad de
esta red de interconexiones aumenta en base a dos aspectos fundamentales. Por un lado, la posibilidad de
que un mismo residuo de las colas N-terminales de histonas pueda incorporar diferentes modificaciones
epigenéticas (Latham y Dent, 2007). Este fendmeno, conocido como crosstalk in situ, va a requerir la
coordinacion de, al menos, cuatro modificadores epigenéticos: 2 writers, encargados de incorporar cada
una de las modificaciones epigenéticas (en caso de que sélo sean dos las modificaciones que puede
incorporar el residuo), y dos erasers, responsables de retirar la modificacion establecida para liberar el
residuo y poder incorporar asi la otra modificaciéon. El otro aspecto importante a tener en cuenta es la
existencia de crosstalks en cis o en trans, tanto positivos como negativos, que provocan que el
establecimiento de muchas marcas epigenéticas dependa directamente de la presencia o ausencia de otras
en residuos diferentes tanto de la misma histona como de histonas diferentes.

En base a todo esto, se asume que debe existir un control preciso, coordinado y eficaz del conjunto
de modificadores epigenéticos con el fin de garantizar el mantenimiento y/o modificacién del epigenoma en
funcion de los requerimientos celulares. Sin embargo, el conocimiento del mismo hasta la fecha es escaso.
Ante los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, existe la posibilidad de que VRK1 constituya una pieza
clave en este mecanismo responsable de regular el epigenoma celular en diferentes situaciones fisiologicas
y patolégicas. En primer lugar, la regulacion de Tip60 y, por consiguiente, de la H4K16ac durante la DDR,
permite plantear la hipétesis de que VRK1, con el propédsito de integrar y controlar dicha modificacion
epigenética, esté regulando negativamente también la actividad de SIRT1, la deacetilasa responsable de
liberar el grupo acetilo (figura 81). En base a esto, seria interesante realizar estudios similares a los
planteados en esta tesis doctoral sobre esta deacetilasa y determinar asi, si VRKL1 tiene alguna implicacion
en el control de su actividad durante la DDR. De hecho, estudios preliminares realizados en nuestro
laboratorio (no publicados) ya han demostrado la existencia de una interaccién de VRK1 con SIRT1.

VRK1

}

Tip60
HAK16 ™= H4K16ac
SIRT1

T

VRK1

Figura 81. Modelo de regulacion de la acetilacion de la H4K16 mediada por VRK1. Hasta la fecha, se sabe la regulacion
positiva que VRK1 ejerce sobre Tip60, favoreciendo la acetilacion del residuo. De forma hipotética se plantea que VRK1
también contribuya a esta acetilacion mediante una fosforilacién inactivadora de SIRT1, la deacetilasa antagonista de
Tip60.

156



Discusion

Por otro lado, se sabe que la acetilacion es la Unica modificacion epigenética que puede incorporar la
lisina 16 de la histona H4. En este aspecto, la imposibilidad de un crosstalk in situ en este residuo supone
gue no son necesarios mas writers y erasers para modular la epigenética del mismo. Sin embargo, se sabe
que la H4K16ac es capaz de establecer un crosstalk en cis con la H4K20me2, de forma que el
establecimiento de una de estas modificaciones imposibilita necesariamente el establecimiento de la otra,
y viceversa. Ademas, ambas modificaciones, tal y como se ha discutido anteriormente, desempefian
funciones fundamentales durante la DDR, la H4K16ac en etapas tempranas a la hora de posibilitar la
descompactacion de la cromatina y activacion de ATM, y la segunda en etapas mas tardias, posibilitando
el reclutamiento de 53BPL1. Esto lleva a pensar que VRK1, junto con la regulacion de la H4K16ac, también
pueda estar involucrada en la regulacién de la H4K20me2. Por ello, seria interesante estudiar si VRK1 esta
regulando de forma opuesta la actividad de Tip60 y de MMSET (writer de H4K20me2), de manera que en
el momento de activar una, también sea capaz de inactivar la otra. Esto ocurriria en las etapas tempranas
de la DDR, mientras que, en etapas mas avanzadas, VRK1 perderia especificidad por estos moduladores
epigenéticos, volviéndose Tip60 inactivo y MMSET activo. Alternativamente, también existe la posibilidad
de que, en el momento de activar Tip60, VRK1 también ejerza un efecto activador sobre la demetilasa
implicada en liberar las marcas de H4K20me2. Posteriormente, mas avanzada la DDR, la pérdida de
fosforilacion observada en Tip60, también iria acompafada de una perdida de fosforilacién y actividad en
dicha demetilasa, favoreciendo la dimetilacion de la H4K20. En base a esto, se establece un modelo de
regulacion del crosstalk entre H4K16ac y H4K20me2 a lo largo de la DDR mediado por VRK1 (figura 82).

VRK1 VRK1
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SIRT1 MMSET
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Figura 82. Modelo hipotético de la regulacién ejercida por VRK1 sobre el crosstalk existente entre la acetilacion de la
H4K16 y la dimetilacion de la H4K20. Junto con la activacion de Tip60, una activacién temprana de VRK1 durante la DDR
podria conducir de forma simultanea a una activacion de la demetilasa responsable de liberar la marca de la H4K20 y/o
a una inactivacion de la deacetilasa SIRT1 y la metiltransferasa MMSET. Asi, la posterior inactivacion de VRK1 en etapas
mas tardias de la DDR permitiria orientar el balance hacia la dimetilacion de la H4K20 y el reclutamiento de 53BP1.

Recientemente se ha descrito un nuevo crosstalk en trans fundamental durante la DDR entre la
acetilacion de la H4K16 y la trimetilacion de la H3K36 (Li y Wang, 2017). De acuerdo con el estudio
publicado, se establece que la trimetilacion en la H3K36 durante la DDR precede y es indispensable para
una posterior acetilacién de la H4K16. Esto es debido, tal y como se ha descrito anteriormente, a que dicha
trimetilacion posibilita la union de Tip60 a la cromatina, bien directamente (a través de la interaccion de la
marca de trimetilacion con su cromodominio), o bien indirectamente (a través de LEDGF, que actiia como
proteina puente). La rapida respuesta celular durante la DDR, que posibilita una acetilacion de la H4K16
instantes posteriores a la aparicion del dafio, pone de manifiesto la necesidad de un sistema de control e
interconexién muy rapido y eficaz entre estas modificaciones. Habiendo demostrado en esta tesis doctoral
gue VRK1 es necesaria para la unién y acumulacion de Tip60 en la cromatina, existe la posibilidad de que
la quinasa también esté modulando el establecimiento de marcas de H3K36me3 (figura 83).

VRK1 VRK1
} |-
Tip60 KDM2A
HAK16 " H4K16ac  H3K36Me3 gmmm= H3K36
SIRT1 SET2
-|-? T?
VRK1 VRK1

Figura 83. Modelo hipotético de la regulacién ejercida por VRK1 sobre el crosstalk existente entre la acetilacion de la
H4K16 y la trimetilacion de la H3K36 durante la DDR.
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Discusion

Para ello, al igual que en el caso anterior, se plantea un modelo segun el cual VRK1 podria estar
fosforilando y activando SET2, enzima responsable de catalizar la trimetilacion de H3K36 en respuesta a
dafio génico. Alternativamente, VRK1 podria ejercer también una fosforilacion inactivadora sobre KDM2A,
favoreciendo de igual manera la acumulacion de H3K36me3. Esto, junto con la activacién de Tip60
demostrada en este trabajo, haria del crosstalk entre H3K36me3 y H4K16ac un mecanismo de regulacion
epigenética muy eficaz capaz de explicar la rapida acetilacién de la H4K16 durante la DDR.

Los modelos hipotéticos anteriores sitian a VRK1 como una proteina central en la regulacion global
del epigenoma durante la respuesta al dafio génico. Todos ellos se apoyan en estudios previos realizados
en nuestro laboratorio (Campillo-Marcos, 2019) en los que se demuestra que el silenciamiento de VRK1
mimetiza el efecto de diferentes inhibidores de writers y erasers implicados en el establecimiento de
diversas modificaciones epigenéticas. Por lo tanto, estos datos parecen indicar que, en efecto, VRK1 se
encuentra regulando la actividad no soélo de Tip60, sino de otros reguladores epigenéticos, y hacen factible
la posibilidad de que los modelos aqui planteados sean consistentes. En base a ello, evaluar de forma méas
exhaustiva el papel de VRK1 en la regulacion de todos estos writers y erasers podria abrir una nueva
perspectiva al entendimiento del epigenoma y de cémo este es modulado en funcién de los requerimientos
celulares en diversas situaciones fisioldgicas y patoldgicas.
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Conclusiones

En base a todo lo expuesto en este trabajo de tesis doctoral, se concluye que:

1.

La quinasa VRK1 y la acetiltransferasa Tip60 forman un complejo basal y estable en la célula.

En respuesta a dafio génico, el complejo VRK1-Tip60 experimenta una activacion secuencial. En primer
lugar, como parte de la sensibilizacién al dafio, VRK1 se activa, induciendo una posterior fosforilacién
y activacion de Tip60. Esto posibilita que la acetiltransferasa ejerza sus funciones cataliticas sobre
diferentes sustratos implicados en la respuesta al dafio génico, como son la lisina 16 de la histona H4
o ATM. Por el contrario, esta fosforilacion no influye en la actividad enzimatica de Tip60 sobre p53, que
es acetilado de manera VRK1-independiente por Tip60.

La fosforilacion y activacion de Tip60 durante la respuesta al dafio génico implica la modificacién
secuencial de dos residuos diferentes. En primer lugar, VRK1 fosforila de forma directa al residuo T158
en los primeros minutos tras la apariciéon del dafio. Posteriormente, la fosforilacion en la T158 es
imprescindible y posibilita una segunda fosforilacion en la S199 de Tip60 a través de otra quinasa
diferente a VRK1, ATM o JNK, no identificada en este trabajo.

Las dos fosforilaciones identificadas tienen diferentes consecuencias sobre la funcionalidad de Tip60
en la respuesta al dafio génico. Por un lado, la fosforilacion en la S199 seria suficiente para la propia
autoacetilacion y activacion de Tip60. Sin embargo, in vivo, la fosforilacion previa en la T158, ademas
de promover la modificacion post-traduccional en la S199, estabiliza a la proteina y posibilita su
translocacion y acumulacion en la cromatina. Estos efectos son fundamentales para la accesibilidad de
Tip60 hacia sus sustratos H4K16 y ATM y su consecuente acetilacion.

Pacientes con enfermedades neurodegenerativas asociadas a mutaciones en VRK1 pueden mostrar
alterada la respuesta celular al dafio génico como consecuencia de una inactivacion de Tip60. En
consecuencia, el dafio génico acumulado podria contribuir a la patogénesis de la enfermedad.

VRK1 se situa como un modulador epigenético clave en la respuesta al dafio génico al regular la
actividad de Tip60. En este aspecto, es posible que VRK1 también esté regulando la actividad de otros
writers y/o erasers epigenéticos, actuando como un eje central en la regulaciéon y coordinacion del
conjunto de modificaciones epigenéticas que tienen lugar a lo largo de la respuesta al dafio génico.
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largo de mi estancia en Salamanca, pero me acuerdo especialmente de mi grupo de amigos de Valladolid.
Desde que sali de la ciudad hace ya 10 afios, hemos mantenido el contacto literalmente a diario, y aunque
en los ultimos afios nos hayamos visto menos, nada me hace sentir mejor que saber que nada ha cambiado
cuando tenemos la ocasion de juntarnos. Y de mis amigos del pueblo, mis amigos de toda la vida, sélo decir
que espero poder seguir celebrando con vosotros lo bueno, lo malo y lo peor de la manera que sélo nosotros
sabemos hacerlo. Nacho, Alfonso, Diego, César, Pablo y Sara. Gracias por todo especialmente a vosotros,
por los momentos que hemos pasado juntos y que vamos a seguir compartiendo toda la vida, que quedaran
para nosotros.

Por ultimo, decir a mis padres y a mi hermana que son la base y el motivo de todo esto. No tengo tiempo ni
espacio suficiente para agradeceros todo lo que hacéis y os preocupdis por mi. Siento todos los malos
momentos que os haya hecho pasar, pero sé que siempre estaréis conmigo para apoyarme, confiar en mi
y hacerme ser quien soy. Os quiero muchisimo. Y a vosotros abuelos, deciros que la auténtca felicidad es
estar con vosotros y disfrutar cada momento de vuestra compafiia. S6lo con vosotros soy completamente
yo. Me ensefiais todo lo que necesito saber y estoy eternamente agradecido de poder compartir este
momento con vosotros cuatro. Os quiero.












