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“La ciencia tiene una caracteristica maravillosa,
y es que aprende de sus errores; utiliza sus
equivocaciones para reexaminar los problemas y

volver a intentar resolverlos por nuevos caminos.”

Ruy Pérez Tamay
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1. Las proteinas quinasa

Las proteinas quinasa son las enzimas responsables de la unién covalente de un
grupo fosfato a residuos de serina, treonina o tirosina de las proteinas diana, reaccion
conocida como fosforilacion. Estas enzimas se caracterizan por tener una alta
homologia en el dominio quinasa o dominio catalitico, formado por una secuencia de
250-300 aminoécidos (Hanks and Hunter, 1995). La fosforilacion de proteinas es una
modificacion postraduccional reversible que regula varios procesos celulares como el
metabolismo, la diferenciacion, el crecimiento, la proliferacion o el transporte
membranal (Ubersax and Ferrell, 2007). Esta modificacion es reversible debido a la
existencia de las proteinas fosfatasa, encargadas de la eliminacion del grupo fosfato
afadido previamente por las quinasas.

En el afio 2002, Manning y colaboradores ampliaron el trabajo realizado en 1995 por
Hanks y Hunter (Hanks and Hunter, 1995), en el cual se clasificaron filogenéticamente
todas las quinasas humanas en lo que se denominé el “Quinoma humano” (Figura 1);
apoyandose en las bases de datos gendémicas disponibles, los ADN codificantes y las
EST (expressed sequence tag) introducidas en el GenBank (Manning et al., 2002a;
Manning et al., 2002b). Se identificaron un total de 518 quinasas potenciales y 106
pseudogenes de quinasas (copias no funcionales de quinasas). En esta clasificacién
se incorporaron cuatro nuevos grupos, entre ellos, el de las casein quinasa de tipo 1
(CK1), dentro del cual se encuentra la familia de quinasas VRK (Vaccinia-related

kinases), objeto de estudio en este trabajo.
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Figura 1: Representacion esquematica del quinoma humano. Se muestra en detalle el grupo de
las casein quinasa 1 (CK1), dentro del cual se encuentra la familia de quinasas VRK. Modificado
de Manning et al., 2002b.



Introduccién

1.1. La familia de quinasas VRK

La familia de quinasas VRK consta de tres miembros en el ser humano: VRK1 y
VRK?2, cataliticamente activas, y VRK3, una pseudoquinasa sin actividad debido a la
sustitucion de aminoacidos clave en su dominio quinasa (Nichols and Traktman,
2004a). VRK1 fue la primera quinasa del grupo en ser descrita; Nezu y colaboradores
la identificaron mediante una libreria de ADNc enriquecida en genes fetales de higado
disefiada para la busqueda de genes que se expresaran en tejidos altamente
proliferativos (Nezu et al., 1997). La secuencia completa de este gen se utiliz, a
través de bases de datos EST, para identificar a otro gen, VRK2, con un 62% de
homologia (Nezu et al., 1997). Este grupo de quinasas recibe el nombre de Vaccinia-
related kinases debido a que presentan una alta homologia con la quinasa B1R del
virus Vaccinia, quinasa esencial para la replicacion del ADN viral (Nezu et al., 1997).
VRK1 presenta un 40% de homologia con la quinasa B1R, mientras que VRK2 tiene
un 34% (Nichols and Traktman, 2004a). Ademas, tanto la quinasa humana VRK1
como la murina, son capaces de rescatar la sintesis de ADN en virus carentes de B1R
sensibles a temperatura (Traktman and Boyle, 2004). Posteriormente se identificé la
tercera quinasa de la familia, VRK3, mediante blsqueda en bases de datos de
librerias de ADN (Vega et al., 2003).

Se ha estudiado la existencia de ortdlogos de las VRKs en otros organismos. Se
postula que un Unico gen ancestral se duplicé dos veces cuando la rama de los
vertebrados evoluciond, dejando asi un solo gen de VRK en los invertebrados y tres
en los vertebrados (Klerkx et al., 2009). En levaduras no existen ort6logos; sin
embargo, el gen Hrr25 de Saccharomyces cerevisiae y su ortélogo hhpl de
Schizosaccharomyces pombe, por su homologia con las secuencia de las VRK,
podrian ser los ancestros en estos organismos. Ademas, se conoce que las proteinas
expresadas por estos genes, participan en la respuesta al dafio en el ADN (Ho et al.,
1997; Hoekstra et al., 1991). Existe un solo ortdlogo de VRK1 en el nematodo
Caenorhabditis elegans (C. elegans) codificado por el gen F28B12.3. Este gen, al ser
silenciado por un ARN de interferencia especifico, produce en el embrién un fenotipo
letal con defectos en la division celular y en la formacién del huso mitético (Gorjanacz
et al., 2007; Kamath et al., 2003). Esta proteina VRK-1 de C. elegans es necesaria
para la proliferacion de las células germinales, regulando la actividad de CEP-1
(ortélogo de p53) (Waters et al., 2010); ademas se ha estudiado como VRK-1 fosforila
a BAF (barrier to autointegration factor), regulando su localizacién y participacion en la
formacion de la envoltura nuclear (Gorjanacz et al., 2007). El ortélogo de las proteinas

VRK en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster se llama NHK-1, descrito por su
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capacidad de fosforilar a la histona H2A en mitosis (Aihara et al., 2004). Ademas, igual
que el ortélogo en C.elegans, NHK-1 también fosforila a BAF. Esta fosforilacion
reduce la afinidad de este factor por el ADN y las proteinas de la envoltura nuclear,
liberando a los cromosomas para la formaciéon del cariosoma durante la meiosis
(Lancaster et al., 2007). En el raton, Mus musculus, existen tres ortélogos al igual que
en los humanos. Inicialmente, la proteina ortologa fue descrita como 51PK, quinasa
nuclear con altos niveles de autofosforilacion en residuos de serina (Zelko et al.,
1998). Las tres quinasas murinas se expresan durante todo el desarrollo embrionario,
siendo los niveles de expresion mas elevados en tejidos con alta tasa proliferativa
como el higado, el bazo o el timo. En los ratones adultos, la expresion de las VRK
varia segun el tejido (Vega et al., 2003; Zelko et al., 1998). Ademas, existen ort6logos
en otros organismos como el pez cebra Dario rerio, el anfibio Xenopus laevis, la rata
Rattus norvegicus o el chimpancé Pan troglodytes.

1.2. Estructura de las quinasas VRK

La quinasa humana VRK1 es una proteina de 396 aminoacidos cuyo gen se localiza
en la regién cromosémica 14g32. En su extremo amino terminal, el cual presenta
bastante homologia con el de las casein quinasa de tipo 1 (Lopez-Borges and Lazo,
2000), contiene un sitio activo de unién al ATP (residuos 43-71) y un dominio serina-
treonina quinasa activo (residuos 173-185). En la region carboxilo terminal se
encuentra una sefial de localizacion nuclear (NLS) (residuos 356-360) y un dominio
basico-acido-basico llamado BAB (residuos 356-396) (Aihara et al., 2004). Esta regién
de VRK1 no presenta homologia con el resto de ort6logos y, se cree que pueda ser el
dominio regulador de la proteina (Lopez-Borges and Lazo, 2000; Nichols and
Traktman, 2004a). Las tres quinasas de la familia difieren mucho en su region
reguladora, pero no en su dominio catalitico, lo que sugiere que puedan compartir
sustratos, si bien su regulacion y localizacion subcelular sea diferente (Blanco et al.,
2006b; Lopez-Borges and Lazo, 2000). Asi, tanto VRK1 como VRK2 son
serina/treonina quinasas activas, con una intensa autofosforilacion, aunque VRK2
tiene una capacidad menor de autofosforilarse que VRK1. A diferencia de las casein
quinasa de tipo 1, pueden fosforilar tanto proteinas acidas como basicas (Barcia et al.,
2002; Lopez-Borges and Lazo, 2000; Nichols and Traktman, 2004a).

El gen VRK2, localizado en la regiébn cromosémica 2pl16, codifica para las dos
isoformas de VRK2: VRK2A y VRK2B. Estas isoformas son generadas por un
procesamiento alternativo del ARN mensajero (ARNm) (Blanco et al., 2006b). VRK2A,

proteina de 508 aminoacidos, presenta en su extremo amino terminal un dominio
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quinasa activo (residuos 162-174) y un sitio de unién al ATP (residuos 35-61). El
extremo carboxilo presenta una region hidrofébica (residuos 492-508) que constituye
una regién transmembrana (RT), junto con dos motivos BAB solapados (Blanco et al.,
2006b; Nichols and Traktman, 2004a). VRK2B, proteina de 397 aminoécidos, es
idéntica a VRK2A hasta el aminoéacido 394, a partir del cual se introduce un codon de
terminacion, reemplazando los aminoacidos 395-508 por tres residuos (VEA) (Blanco
et al., 2006b). Asi, esta isoforma no presenta la regién hidrofébica y el motivo BAB

aparece truncado.

Finalmente, VRKS, es la pseudoquinasa de la familia. El gen que la codifica se
localiza en la region cromosémica 19q13, dando lugar a una proteina de 474
aminoéacidos y con poca homologia con VRK1 y VRK2. En su region amino terminal
presenta una sefial de localizacion nuclear (NLS) y en su region carboxilo terminal un
dominio quinasa degenerado debido a sustituciones en aminoacidos clave, careciendo
asi de actividad quinasa (Figura 2) (Nichols and Traktman, 2004a; Scheeff et al.,
2009).
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Figura 2: Representacién esquematica de la estructura de las quinasas VRK. Se representan los
motivos y dominios mas importantes. Los porcentajes indican la homologia entre los diferentes
miembros de la familia.

Recientemente, se ha descrito la estructura tridimensional de los dominios cataliticos
de VRK2 (residuos 15-330) y VRK3 (residuos 148-472). En la mayoria de quinasas, la
regulacion de su actividad viene determinada por la fosforilacion de residuos
especificos en el loop de activacion, una region de entre 20 y 40 aminoacidos situada
dentro del dominio catalitico. Existen quinasas, sin embargo, que carecen de este sitio
conservado de fosforilacion dentro del loop de activacion, siendo la quinasa
igualmente activa. Este es el caso de la familia de quinasas VRK, las cuales poseen
una hélice adicional (aC4) en el segmento de activaciéon, haciéndolas

constitutivamente activas (Scheeff et al., 2009).
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En el caso de la pseudoquinasa VRK3 (Figura 3), tiene sustituciones importantes en el
loop G (GXGXFG), el loop catalitico, también llamado RD pocket (hRDxkxxN), y el
motivo DYG (dominio de unién a magnesio). La funcion del loop G es la de situar al
ATP de manera correcta, siendo las glicinas (G) esenciales en el proceso. En VRK3
estas glicinas han sido reemplazadas por aminoacidos de mayor tamafio. Ademas,
también han sido reemplazados los dos aminoacidos valina (V) que preceden a una
lisina en B3 (VVK), por una serina y una leucina (SLK) (Nichols and Traktman, 2004b),
y el aminoéacido aspartato (D) del loop catalitico (responsable de orientar el grupo
hidroxilo del sustrato), es sustituido por asparragina (N). Finalmente, el aspartato del
motivo DYG, que es necesario para la transferencia del fosfato del ATP, ha sido
sustituido por una glicina (GYG). Asi, la sustitucién de los aminoacidos clave para la
correcta colocacion del ATP, la orientacion del sustrato y la transferencia del fosfato
del ATP hacen que VRK3 carezca de actividad quinasa (Boudeau et al., 2006; Scheeff
et al., 2009).

VRKA1
VRK2 lll Ill
vris WL
Segmento de activacién
Motivo Loop
Loop catalm co DYG po Loop activacion P+ SxD

VRK1
VRK2
VRK3

Figura 3: Alineamiento del sitio de uniéon al ATP y dominio quinasa de la familia VRK. Se
alinearon las secuencias de aminoacidos de las proteinas VRK1, VRK2 y VRK3, mediante el
programa Accelrys DS Gene 1.5. Se destacan los motivos méas importantes donde se localizan
las mutaciones que hacen a VRK3 una quinasa inactiva.

1.3. La quinasa humana VRK1

VRK1 es la quinasa de la familia mejor caracterizada. Se expresa en todos los tejidos
estudiados, aunque se detecta su ARN mensajero con mayor medida en tejidos con
alta tasa proliferativa como el higado, el timo, los testiculos fetales y las lineas
celulares tumorales. Debido a su sefial de localizacion nuclear, esta quinasa se
encuentra mayoritariamente en el nucleo, tanto libre en el nucleoplasma como
asociada a la cromatina (Kang et al., 2007; Lopez-Borges and Lazo, 2000; Valbuena
et al.,, 2007a; Vega et al., 2004); pudiendo ser secuestrada al nucléolo en
determinadas circunstancias (Figura 4) (Andersen et al., 2005). Se ha estudiado como
VRK1 esta presente en complejos de la maquinaria de iniciacién transcripcional, junto
con factores de ensamblaje e histonas (Guermah et al., 2006). Asimismo, la

localizacién subcelular de VRK1 varia segun el tipo de linea celular y las condiciones
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de crecimiento, detectdndose también una subpoblacion libre en el citoplasma y otra
en el aparato de Golgi (Lopez-Sanchez et al., 2009a; Valbuena et al., 2007a).
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Se han descrito multiples procesos en los que participa la quinasa humana VRK1,
tales como la correcta progresion del ciclo celular a través de la regulaciéon de
diferentes factores de transcripcion, la modulacion de los niveles de p53, el control del
ensamblaje de la envoltura nuclear, la fosforilaciébn de histonas o la correcta
fragmentacion del aparato de Golgi. Mas recientemente se ha situado a VRK1 como
una quinasa esencial en la respuesta a dafio en el ADN y en neurodegeneracion. A

continuacion se detallan los procesos més importantes en los que VRK1 participa.
1.3.1. Implicaciéon de VRK1 en proliferacién y progresion del ciclo celular

Desde su caracterizacion por Nezu y colaboradores, ya se postulaba a VRK1 como
una quinasa importante en el control de la proliferacién celular (Nezu et al., 1997). Asi,
en epitelios escamosos normales humanos, VRK1 se expresa cerca de la capa basal,
donde se produce una mayor proliferacién, y su expresion va disminuyendo conforme
las células epiteliales se van diferenciando, correlacionandose con el marcador
proliferativo Ki67 (Santos et al., 2006). En epitelios escamosos de faringe, VRK1
correlaciona con el marcador de proliferacién y células madre p63 (Valbuena et al.,

2008; Valbuena et al., 2011b). Ademas, en tumores de cabeza y cuello de célula
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escamosa, VRK1 correlaciona positivamente con marcadores de progresion de ciclo
celular como CDK2, CDK6, Ciclina A, Ki67 o Survivina; y negativamente con

inhibidores del ciclo como p27 o p16 (Santos et al., 2006; Valbuena et al., 2007c).

Por otro lado, la supresion de VRK1 mediante un ARN de interferencia especifico,
produce una disminucion en los niveles de Ciclina D1, Ciclina A, PCNA y otros
marcadores de proliferacion, provocando una parada de ciclo en GO/G1 (Valbuena et
al., 2008; Valbuena et al., 2011b). De esta manera, se confirma que VRK1 es una
quinasa indispensable para la correcta iniciacion y progresion del ciclo celular,
expresandose en mayor medida en tejidos con alta tasa proliferativa. Es por este
motivo que la expresion de esta quinasa se encuentra alterada en algunos tipos
tumorales. De este modo, se ha encontrado que en carcinoma de pulmoén la expresion
de VRK1 varia dependiendo del tipo de tumor, existiendo en carcinoma de célula
escamosa una correlacion entre los niveles de VRK1 y el estado mutacional de p53
(Valbuena et al., 2007c). Se ha descrito también coémo VRK1 esta sobreexpresada en
sarcoma de tejidos blandos (Nishijo et al., 2009). A través de estudios de
conformacion de cromatina, se ha visto que existe interaccion entre un lugar de union
de la proteina oncogénica causante del sarcoma, EWS-FLI1, y el promotor de VRK1,;
el silenciamiento de esta proteina con un ARN de interferencia produce una
disminucion en los niveles de VRK1, mientras que su sobreexpresion genera la sobre-
regulacion de la quinasa. Ademas, se ha visto en las lineas de sarcoma de Ewing, que
el silenciamiento de VRK1 produce una disminucion de la proliferacién y un aumento
de la apoptosis respecto a las células control (Riggi et al., 2014). Finalmente, se ha
descrito a VRK1 como marcador de mal prondstico en cancer de mama, de tal forma
gue tumores de mama con bajos niveles de VRK1 y bajos niveles de genes
relacionados con mitosis podrian tener mejor pronostico (Fournier et al., 2006).
Paralelamente se ha visto como una alta expresion de 16 quinasas relacionadas con
ciclo celular, entre ellas VRK1, correlaciona con mal pronéstico en este tipo de cancer
(Finetti et al., 2008).

1.3.2. Regulacion de factores de transcripcion por VRK1

Muchas de las proteinas fosforiladas por VRK1 son factores de transcripcion (Figura
5). Uno de los mas importantes y mejor caracterizados es el supresor tumoral p53,
también conocido como “el guardian del genoma”, ya que previene la acumulacion de
alteraciones genéticas a través de la induccién de la parada del ciclo celular o de la
entrada en apoptosis. Este factor de transcripcion se degrada, a través de su union a

la ubiquitina ligasa Mdm2, por la via del proteasoma y, por el contrario, se estabiliza al
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unirse al cofactor p300. VRK1 fosforila a p53 en la treonina 18, residuo situado en la
region de unién a Mdm2, evitando asi su degradacién y favoreciendo, ademas, la
unién del cofactor p300. Asi, VRK1 estabiliza a p53 evitando su degradacion, y
también mediante otros mecanismos como la acetilacion de las lisinas 373 y 382 de
p53, por parte de p300 (Barcia et al., 2002; Vega et al., 2004). Por otro lado, existe un
loop de regulacién entre VRK1 y p53 (Valbuena et al., 2006), ya que la activacién de
p53 induce la expresion de DRAM (damage-regulated autophagy modulator)
promoviendo la degradacion de VRK1 por la via endocitica-lisosomal (Valbuena et al.,
2011a). Finalmente, se ha visto que el complejo VRK1-p53 podria ser un buen
marcador temprano en respuesta a dafio en el ADN inducido por luz ultravioleta
(Lopez-Sanchez et al., 2014).

Otros factores de transcripcion fosforilados por VRK1 son ATF-2 (activating
transcription factor 2) y c-Jun. VRK1 fosforila los residuos serina 62 y treonina 73 de
ATF-2, induciendo su acumulacion y activacién transcripcional. Las quinasas PKA
(protein kinase A) y CAMK-IV (quinasa dependiente de calmodulina V) también
fosforilan estos residuos (Sevilla et al., 2004b). En el caso de c-Jun, VRK1 fosforila las
serinas 63 y 73, promoviendo su estabilizacién y activacion. Estos mismos residuos
son fosforilados por JNK (c-Jun N-terminal kinase), sugiriéndose que pueda existir un
efecto cooperativo entre ambas quinasas (Sevilla et al., 2004a). De hecho, ambos
factores de transcripcion se unen a sitios AP1 (activator protein 1) para regular la
expresion génica.

Factores de transcripcion
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Figura 5: Esquema con las principales dianas de fosforilacion de VRK1, detallando los residuos
fosforilados en cada caso.
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VRK1 fosforila también al factor de transcripcion CREB (CAMP response element-
binding) en la serina 133 e interacciona con él, activandolo (Kang et al., 2008a). A
través de la activacion de este factor y de ATF-2, VRK1 aumenta la unién de éstos al
promotor de la Ciclina D1, induciéndose su expresion, hecho necesario para la
transicion de la fase G1 a S del ciclo celular. Finalmente, también el factor de
transcripcion Myc promueve la expresion de VRK1, induciendo la expresién de Ciclina
D1 (Kang et al., 2008a).

1.3.3. Fosforilacion de la histona H3 por VRK1 y su implicacion en la

condensacion de la cromatina

Las histonas (H2A, H2B, H3, H4) sufren numerosas modificaciones
postraduccionales, principalmente en sus extremos amino y carboxilo terminales. Las
més importantes son la acetilacion, la fosforilacion, la metilacion, la ubiquitinacion y la
sumoilacion (Berger, 2007). Estas modificaciones controlan procesos celulares muy
importantes como la transcripcion o la condensacion de la cromatina durante la

mitosis.

VRK1 es una quinasa que se encuentra en la cromatina y fosforila in vitro e in vivo a la
histona H3 en la serina 10 (cooperando con la quinasa Aurora B) y en la treonina 3
(residuo fosforilado también por la quinasa Haspin) (Kang et al., 2007; Salzano et al.,
2015); relacionandose la fosforilacion de la serina 10 con relajacion de cromatina y
expresion génica a la vez que en células mitéticas se asocia con condensacién de
cromatina (Figura 5) (Prigent and Dimitrov, 2003). Ademas, la expresion de una forma
constitutivamente activa de VRK1 produce la condensacion de la cromatina en células
interfasicas. VRK1 también puede fosforilar, en menor medida, a las histonas H2A,
H2B y H4. De este modo, VRK1 podria tener un papel esencial en la condensacion de
la cromatina durante la transicion G2/M a través de la fosforilacion de las histonas
(Kang et al., 2007).

1.3.4. VRK1 en la dinamica de ensamblaje de la envoltura nuclear

Una de las caracteristicas del nlcleo es que durante la mitosis se desensambla y
vuelve a reorganizarse para una correcta segregacion de los cromosomas a las
células nacientes. Asi, al inicio de la mitosis, los cromosomas se condensan y la
envoltura nuclear se desintegra, de tal forma que todo el contenido nuclear pasa a
formar parte del citosol. Una vez los cromosomas han migrado a los polos opuestos,
se vuelve a formar la envoltura nuclear dando lugar a dos células hijas idénticas. En
todo este proceso intervienen varias proteinas, entre ellas BAF (Barrier To
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Autointegration Factor), esencial en el mantenimiento de la arquitectura nuclear. BAF
es una proteina de 10kDa que forma homodimeros capaces de unirse al ADN de
forma independiente de secuencia, asi como también a proteinas de la membrana
interna nuclear que contienen dominios LEM (lamin-interacting proteins) (Haraguchi et
al., 2001; Margalit et al., 2007; Nichols et al., 2006). La localizacién de BAF varia
durante el ciclo celular. Durante la interfase, permanece en la membrana interna
nuclear anclando asi la cromatina a la envoltura nuclear. Una vez se inicia la mitosis,
BAF adquiere una distribucion difusa, permitiendo la condensacion de la cromatina y
el desensamblaje de la envoltura nuclear. Sin embargo, en anafase tardia y telofase,
BAF colocaliza con los telomeros, reclutando a otras proteinas de la membrana
nuclear, siendo en este punto de la mitosis esencial para su correcto ensamblaje
(Haraguchi et al., 2001; Nichols et al., 2006).

VRK1 fosforila a la proteina BAF en su extremo amino terminal, en los residuos serina
4 y treoninas 2 y 3 (Figura 5). Se ha visto que estas fosforilaciones tienen un leve
efecto en la union de BAF a proteinas con motivos LEM, pero si reducen de manera
drastica su unién al ADN, afectando también a su localizacion subcelular (Nichols et
al., 2006). De esta forma, la fosforilacién de BAF por parte de la quinasa humana
VRK1 permite la condensacion de la cromatina y el desensamblaje de la envoltura
nuclear, siendo una quinasa importante en la arquitectura nuclear. Recientemente se
ha descrito a VRK1 como una quinasa importante también para la interaccion de BAF

con los cromosomas durante la mitosis (Molitor and Traktman, 2014).

1.3.5. VRK1 como mediadora de la fragmentacién del aparato de Golgi

Los organulos citoplasmaticos tienen que distribuirse a las células hijas durante la
mitosis, como es el caso del aparato de Golgi, el cual tiene que fragmentarse en
pequefias vesiculas para ser redistribuido de igual manera a las dos nuevas células
durante la fase G2/M. En este proceso tiene un papel fundamental la fosforilacion
reversible de proteinas y, concretamente en el caso del aparato de Golgi, es
importante resaltar la participacion de las quinasas MEK1 (mitogen-activated protein
kinase 1) y PIk3 (Polo-like kinase 3) (Acharya et al., 1998; Ruan et al., 2004), las

cuales promueven la correcta fragmentacion de dicho organulo.

La quinasa VRK1 es fosforilada en la serina 342 por la quinasa Plk3 (Figura 5),
interaccionando y colocalizando en el aparato de Golgi. El silenciamiento de VRK1
con un ARN de interferencia especifico bloquea parcialmente la fragmentacion del

aparato de Golgi inducida tanto por MEK1 como por Plk3, mismo efecto que se
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observa al sobreexpresar un mutante inactivo de VRK1 o el mutante no fosforilable en
serina 342 (Lopez-Sanchez et al., 2009b). Estos datos sugieren que la quinasa
humana VRK1 se sita al final de la ruta de sefializacion formada por MEK1-PIk3-
VRK1, siendo necesaria para la correcta fragmentacion del aparato de Golgi en la

transicion G2/M.
1.3.6. Implicaciéon de VRK1 en la respuesta a dafio en el ADN

Se ha descrito a VRK1 como una quinasa de activacion temprana en respuesta a
dafio en el ADN por agentes exdgenos como la luz ultravioleta (UV), la radiacion
ionizante o sustancias quimicas utilizadas en quimioterapia como son el etopdsido o la
camptotecina. VRK1 forma un complejo estable con p53 en células sin dafio, de tal
forma que una vez se produce la rotura en el ADN por luz ultravioleta, VRK1 fosforila
de forma inmediata a p53 en el residuo treonina 18. Esta accion precede a su
posterior acumulacion, indicando que este complejo basal formado por VRK1 y p53 es
un participante muy temprano en la respuesta a roturas de doble cadena en el ADN
(Lopez-Sanchez et al., 2014).

Ademas, se ha descrito a VRK1 como una quinasa esencial para la correcta
formacion de los focos de reparacion de 53BP1 y de YH2AX, en respuesta a roturas
de doble cadena, situandola de nuevo como una quinasa de respuesta muy temprana
en la ruta de sefializacion. Este efecto también se ha visto en células deficientes de
ATM, postuldndose asi como una via alternativa a dicha quinasa. Esto se confirma
estudiando los focos de una proteina dependiente de ATM como es MDC1 (mediator
of DNA damage checkpoint protein 1), los cuales no se afectan al silenciar a VRK1
(Salzano et al., 2014; Sanz-Garcia et al., 2012). Se sabe ademas, que cuando se
produce un dafio en el ADN, la cromatina se relaja para poder reparar la rotura. Para
esta relajacion es necesaria la acetilacién de algunas histonas. Un estudio reciente
demuestra que el silenciamiento de VRK1 produce una pérdida de acetilacion de las
histonas H3 y H4, dato que vuelve a situar a esta quinasa como esencial en la
respuesta a dafio en el ADN (Salzano et al., 2015). Finalmente, se ha descrito que
VRK1 confiere resistencia a agentes quimioterapéuticos en tumores de mama
positivos para el receptor de estrogenos, debido a la alta expresién de VRK1 en este
tipo de tumores, dandose de este modo una peor prognosis (Salzano et al., 2014).

1.4. La quinasa humana VRK2

Existe menos informacion acerca de las funciones de la quinasa VRK2. Es, al igual

que VRK1, una quinasa de expresion ubicua. Se expresa en mayor medida en
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musculo esquelético, corazon, leucocitos de sangre periférica, pancreas y testiculos,

y, en menor medida, en rifién y cerebro (Nezu et al., 1997).
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Figura 6: Localizacion subcelular de VRK2A y VRK2B. Mientras que VRK2A se encuentra
anclada a membranas, VRK2B se localiza libre, predominantemente en el nicleo aunque, a
veces, en el citosol.

Como se ha mencionado anteriormente, existen dos isoformas de VRK2 debido a un
procesamiento alternativo del ARN mensajero (Blanco et al., 2006b). La isoforma
VRK2A, debido a su region hidrofobica en el extremo carboxilo terminal, se encuentra
anclada a membranas del reticulo endoplasmatico, mitocondrias y envoltura nuclear,
mientras que la isoforma VRK2B, al carecer de dicha region, se localiza libre
predominantemente en el ndcleo (Figura 6) (Blanco et al., 2006b; Nichols and
Traktman, 2004a).

Tanto VRK2A como VRK2B son serina/treonina quinasas con capacidad de
autofosforilarse, y son capaces de fosforilar in vitro a sustratos como la caseina, las
histonas H2B y H3, la proteina basica de mielina (MBP), el factor BAF o p53 (Figura 7)
(Blanco et al., 2006b; Nichols and Traktman, 2004a; Sanz-Garcia et al., 2008).
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Figura 7: Esquema de los principales sustratos de la quinasa VRK2.

1.4.1. Implicacion de VRK2 en la respuesta a estrés celular

Es la funcion mejor estudiada de VRK2. En respuesta a hipoxia, la proteina JNK se
activa e induce la transcripcion de genes con sitio AP1. En esta respuesta participa la
proteina de andamiaje JIP-1 (JNK-interacting protein) y la quinasa TAK1 (TGF- B8
activated kinase), formandose un complejo oligomérico que incluye ademéas a
miembros de la familia de las MAPK como MKK7. VRK2A y VRK2B interaccionan con
TAK1 y MKK?7, inhibiendo la asociaciéon de JNK al complejo y, por lo tanto,
disminuyendo su actividad (Figura 8, izquierda) (Blanco et al., 2007). Ademas, se ha
visto como VRK2A y VRK2B regulan negativamente la respuesta a interleuquina 1,
la cual se transmite via TAK1-JNK (Blanco et al., 2008).

1.4.2. VRK2 como modulador negativo de la ruta de sefializacién de Erk1/2

VRK2A actia como modulador negativo de la ruta de sefializacion de Erk1/2 en
respuesta al factor de crecimiento epidérmico (EFG). Es una modulacién
independiente de su actividad quinasa, ya que se produce mediante su interaccion
con la proteina de anclaje KSR1 y MEK1 (Figura 8, derecha). De esta manera, VRK2A
retiene a estas dos proteinas en complejos multiproteicos, inhibiendo la sefializacion
mediada por Erk1/2 (Fernandez et al., 2010).

1.4.3. Regulacion de NFAT y COX-2 por VRK2

Es la primera funcion descrita de VRK2 dependiente de su actividad quinasa. VRK2A
y VRK2B fosforilan al factor NFAT (nuclear factor of activated T cells) en el residuo

serina 32, tras la estimulaciéon con PMA mas ionomicina. Esta fosforilacién hace que
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aumente la transcripcion del promotor de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), fenémeno que
promueve la invasién tumoral. Asi, se ha visto como el silenciamiento de la quinasa
VRK2 con un ARN de interferencia especifico reduce los niveles de ARN mensajero y
proteicos de la ciclooxigenasa-2 y la invasion de células tumorales, sin afectar a los
niveles de NFAT (Vazquez-Cedeira and Lazo, 2012).
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Figura 8: Funciones de la quinasa VRK2A en las rutas de sefializacion de MAPK. Se muestra el
mecanismo de modulacién en la respuesta a IL-1 e hipoxia (izquierda). VRK2A inhibe la
activacion transcripcional de AP-1 a través de JNK. A la derecha se muestra la modulacion
negativa de la ruta de Erk1/2 por VRK2A en respuesta a EFG o factores de crecimiento.

1.4.4. VRK2 y su implicacién en apoptosis

Se ha demostrado que la quinasa VRK2A actla de dos formas en la modulacién de la
respuesta celular de la apoptosis: la primera es a través de su interaccion directa con
la proteina anti-apopt6tica Bcl-xL, ademas de que puede formar un complejo con Bax,
reduciendo asi la apoptosis; y la segunda, es a través de la regulacion transcripcional
de Bax. Se ha visto que el silenciamiento de VRK2 aumenta la expresién del gen

BAX, comportandose como un modulador negativo. Ademas, este silenciamiento de
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VRK2 produce un aumento en la mitocondria de la proteina Bax, favoreciendo la
liberacién del citocromo c y la activacion de caspasas, detectandose por el aumento
en el clivaje de PARP. Asi, la pérdida de VRK2A aumenta la muerte celular e
incrementa la sensibilidad de las células a agentes quimioterapéuticos como la
camptotecina o la doxorrubicina. Se muestra asi a VRK2 como un nuevo modulador

de la apoptosis por via intrinseca (Monsalve et al., 2013).

1.5. La pseudoquinasa VRK3

Como se ha mencionado anteriormente, VRK3 es una pseudoquinasa carente de
actividad. Tiene una expresion ubicua en los tejidos estudiados, y se expresa en
mayor medida en testiculos, rifion e higado. Debido a la sefial de localizacion nuclear
en su region amino terminal, se localiza principalmente en nucleo (Kang and Kim,
2008; Nichols and Traktman, 2004a; Vega et al., 2003). Se ha visto que puede actuar
como proteina de andamiaje para la formacién de complejos proteicos (Scheeff et al.,
2009) o como un modulador negativo de la ruta de sefializacion de Erk1/2 (Kang and
Kim, 2006).

1.6. Regulacion de las quinasas VRK

A pesar de la gran cantidad de datos acerca de las funciones bioldgicas que
desempefia la quinasa VRK1, poco se conoce sobre su regulacién. Sin embargo,
deben existir diferentes tipos de regulacion que la lleven a realizar determinadas

funciones en respuesta a diferentes estimulos.

A nivel transcripcional se sabe que la presencia de mitégenos y factores de
crecimiento activan a VRK1, ya que en células privadas de suero los niveles de esta
quinasa disminuyen y son recuperados al afiadir suero de nuevo al medio de cultivo
(Valbuena et al., 2008). También se ha descrito que los factores de transcripcion E2F
y Myc pueden activar la expresion de VRK1 a través de su unién al promotor (Kang et
al., 2008a; Santos et al., 2006). Recientemente se ha descrito como el factor de
transcripcion aberrante EWS-FLI1, propio del sarcoma de Ewing, activa el promotor

de VRK1, favoreciendo la supervivencia del tumor (Riggi et al., 2014).

La regulacion postraduccional de proteinas también es muy importante para controlar
tanto su localizaciéon como su actividad. Tanto VRK1 como VRK2 son quinasas con
una alta actividad de autofosforilacion (Lopez-Borges and Lazo, 2000), proceso que
ayuda a la estabilidad de la proteina, siendo la quinasa inactiva mucho mas inestable
(Valbuena et al., 2008).
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Ademas, se ha identificado la regién carboxilo terminal de VRK1 como una region
reguladora de la quinasa, debido al residuo de autofosforilacion treonina 355 (Barcia
et al., 2002). Este mismo residuo es fosforilado también por la quinasa PKCd (Figura
9), la cual regula negativamente la actividad quinasa de VRK1 (Park et al., 2011). Asi,
se propone un modelo en el cual VRK1 fosforilaria a factores como CREB, la histona
H3 o BAF en condiciones de proliferacion, mientras que en respuesta a dafio VRK1
seria fosforilada por la PKC9, inhibiéndola, provocando la parada del ciclo celular y la

apoptosis a través de p53 (Park et al., 2011).

Célula en proliferacion Sefal de muerte celular
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H3 ¢
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apoptosis

Figura 9: Esquema representativo de la inhibicién de VRK1 por la PKC8. Modificado de Park.et
al., 2011.

Ademas, se sabe que tras la exposicion a radiacion ionizante, luz UV o drogas como
la doxorrubicina o el etopdsido, se incrementa la actividad de VRK1, asocidndola a la
respuesta a dafio en el ADN (Sanz-Garcia et al., 2012; Valbuena et al., 2011a).

La actividad de una quinasa también puede deberse a interacciones directas con otras
proteinas. Mediante técnicas prote6micas se identificd la interacciéon entre VRK1,
VRK2A y VRK2B con la GTPasa Ran (Ras-related nuclear). Las quinasas VRK son
activas cuando estan unidas a Ran-GTP, mientras que la unién a Ran-GDP las hace
inactivas (Sanz-Garcia et al., 2008). Como se ha mencionado anteriormente, VRK1
fosforila a la histona H3 durante la mitosis. En este proceso se ha descrito a la
macroH2A1 como una proteina que, durante la interfase, interacciona con VRK1

impidiendo la fosforilacion de la histona H3 y BAF (Kim et al., 2012b).

Finalmente, se ha estudiado también la posibilidad de inhibir a las quinasas VRK con
algunos inhibidores especificos de otras quinasas o metales (Barcia-Sanjurjo et al.,
2013). Tanto VRK1 como VRK2 son muy poco sensibles a los inhibidores de otras

quinasas. Ademas, muestran un patron de sensibilidad muy diferente entre ellas,
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sugiriendo que podrian desarrollarse inhibidores especificos para cada miembro de la
familia (Vazquez-Cedeira et al., 2011). Recientemente, se ha descrito la luteolina
como un nuevo inhibidor de VRK1, que reduce la fosforilaciéon de la histona H3 o BAF,

regulando asi el ciclo celular (Kim et al., 2014b).
1.7. Ratones knock-out de VRK1y VRK2

Se han realizado estudios en ratones hipomorficos para VRK1, los cuales expresan
solamente un 15% de la proteina respecto a ratones silvestres, debido a una insercion
en el gen que la codifica. Estos ratones, tanto machos como hembras, son viables
pero estériles. Esta esterilidad, en los machos, es debida a un defecto progresivo en
la capacidad proliferativa de las células espermatogonicas, conduciendo a una
ausencia total de mitosis y meiosis en el testiculo adulto del ratén (Choi et al., 2010;
Wiebe et al., 2010). En el caso de las hembras, se produce una esterilidad total y
defectos en el desarrollo de los oocitos (Schober et al.,, 2011). Ademés, se han
descrito alteraciones en la foliculogénesis en ovarios deficientes de VRK1 (Kim et al.,
2012a). No se observaron defectos en otros tejidos, sugiriendo una menor importancia
de VRK1 en otras partes del animal o una redundancia por parte de los otros

miembros de la familia.

Anteriormente, se habia estudiado el efecto de la alteracién del gen murino de VRK2.
Se compararon los ratones gcd, que presentan una mutacion recesiva que altera los
genes de Vrk2 y Pog (genes que se transcriben en direcciones opuestas), con ratones
Pog(-/-), y se observd que los ratones Vrk2(-/-)/Pog(-/-) presentaban una esterilidad
mas severa que los ratones Pog(-/-) (Lu and Bishop, 2003). Esto sugiere que al igual
que VRK1, VRK2 puede estar desempefiando un papel importante durante la

espermatogénesis.
1.8. Las quinasas VRK en neurodegeneracion

VRK?2 fue la primera quinasa de la familia asociada a patologias neurodegenerativas.
Se ha descrito la asociacion significativa del gen de VRK2 al riesgo de sufrir
esquizofrenia (Irish Schizophrenia Genomics and the Wellcome Trust Case Control,
2012; Steinberg et al., 2011); mas concretamente una nueva variante en la region
2p15.1, situada a unas 50kb de VRK2. Esta variante, rs2312147, ha sido estudiada en
distintas poblaciones donde se ha visto que esta asociada a una correcta estructura
cerebral y al volumen de materia blanca; existiendo una sobre-regulacion del gen de

VRK2 en pacientes con esquizofrenia. (Li et al.,, 2012). Recientemente, se ha
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realizado un estudio donde se ha visto que los pacientes con esta variante de VRK2
muestran defectos en la conectividad de la materia blanca en distintas areas
cerebrales, confirmandose la asociacion de VRK2 con esta enfermedad

neurodegenerativa (Sohn et al., 2014).

No solamente existen estudios donde se relaciona a la quinasa humana VRK2 con
esquizofrenia. Parece existir una asociacién significativa de este gen con algunas
modalidades de epilepsia, una enfermedad neurodegenerativa con alto componente
hereditario (Consortium et al., 2012; Helbig and Lowenstein, 2013; International
League Against Epilepsy Consortium on Complex Epilepsies. Electronic address,
2014). Se ha descrito también, entre otras, una variante de VRK2 asociada a trastorno
bipolar (Kerner et al., 2013).

Una de las causas de muchas patologias neurodegenerativas consiste en la
acumulacién de agregados proteicos debidos a repeticiones de glutaminas (poliQ).
Recientemente se ha demostrado que VRK2, a través de la regulacion negativa de la
chaperonina TRIC, favorece el agregado de un fragmento de la huntingtina, proteina
causante de la enfermedad de Huntington (Kim et al., 2014a). Finalmente, se ha
descrito a VRK2 como un marcador de buen pronéstico en un subgrupo de
astrocitomas, debido a una menor tasa de crecimiento celular (Rodriguez-Hernandez
et al., 2013).

Este trabajo de tesis doctoral, sin embargo, se centrara en la asociacion de la quinasa
més conocida de la familia, la quinasa VRK1, a patologias neurodegenerativas. A
modo de introduccion, se sabe que las atrofias musculares espinales (SMAs, del
inglés Spinal muscular atrophies) son un conjunto de trastornos genética y
clinicamente heterogéneos que causan la degeneracion y pérdida de las células del
asta anterior de la médula espinal (neuronas motoras), provocando debilidad muscular
y atrofia. En el 80-90% de los casos diagnosticados, se trata de una atrofia muscular
espinal proximal causada por la alteraciébn (ausencia o mutacién) del gen de
supervivencia de las motoneuronas SMN1 (survival motor neuron 1), del cual se
hablarda mas adelante en este trabajo. Existen, sin embargo, otros tipos de SMA no
asociados al gen SMNL1, los cuales manifiestan caracteristicas adicionales como
pueden ser dificultad respiratoria, artrogriposis (contracturas congénitas), fracturas
Oseas 0 hipoplasia pontocerebelosa, este Ultimo caso llamado atrofia muscular espinal
con hipoplasia pontocerebelosa o hipoplasia pontocerebelosa de tipo 1 (SMA-PCH o
PCH de tipo 1) (Peeters et al., 2014; Renbaum et al., 2009b; Wee et al., 2010).
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La hipoplasia pontocerebelosa de tipo 1 (PCH1) se caracteriza por una disfuncién
motora central y periférica severa, que conlleva a la muerte en edad temprana debido
a insuficiencia respiratoria. Adicionalmente, se presenta retraso psicomotor,
microcefalia, hipotonia severa y debilidad muscular (Peeters et al., 2014). Hasta
ahora, se han detectado dos mutaciones en homozigosis en VRK1 como causantes
de la PCH1: R358X y R133C (Najmabadi et al., 2011; Renbaum et al., 2009b). La
mutacion R358X se detect6 a través del estudio de una familia consanguinea de
judios Ashkenazi en la cual habia tres nifios afectados por la enfermedad, que se
manifestd con microcefalia, retraso en el desarrollo, atrofia muscular, leve retraso
mental y ataxia, lo que, finalmente, derivd en debilidad muscular severa y muerte en
edad temprana (9-11 afios).

Esta mutacion en VRK1 consiste en una transicion C>T, en homozigosis, en el
nucleétido 4 del exén 12 del gen, generando un coddn de terminacion (Figura 10)
(Renbaum et al., 2009b). Esta mutacion se encuentra especificamente en la sefal de
localizacién nuclear, generandose de esta manera una proteina truncada
exclusivamente citosolica (Sanz-Garcia et al., 201la). La mutacion R133C fue
descubierta en un estudio reciente para detectar posibles genes implicados en

trastornos cognitivos recesivos (Najmabadi et al., 2011; Peeters et al., 2014).
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Figura 10: Esquema representativo de la quinasa VRK1 (R358X). Se detalla la mutacion que
genera el codon de terminacion en la sefial de localizacion nuclear (NLS).

Ademas, en los Ultimos afos, se han descrito dos nuevas mutaciones en VRKI,
expresadas como heterozigotas compuestas, que causan neuropatia sensoriomotora
hereditaria (HMSN) con microcefalia: R89Q y V236M; situadas en el dominio quinasa
de la proteina (Eggens et al., 2014; Gonzaga-Jauregui et al., 2013; Peeters et al.,
2014). En este mismo estudio se detectd en un paciente no perteneciente a la etnia
Ashkenazi, la mutacién R358X, asociada anteriormente a PCH1, revelandose a través
de estudios de haplotipo un efecto fundador (Gonzaga-Jauregui et al., 2013). En estos
pacientes, los cuales compartian caracteristicas con los casos anteriores

(microcefalia, atrofia muscular y neuropatia), no se manifestaba hipoplasia
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pontocerebelosa y tenian una funcién cognitiva normal, mostrandose asi la
heterogeneidad de la patologia (Figura 11).

Proximal ———— SMA-PCH1 ———p R358X

R133C
SMA
Distal o neuropatias
sensoriomotoras ——p HMSN con R358X
hereditarias (HMSN) microcefalia R89Q/V236M

Figura 11: Esquema de las mutaciones en VRK1 causantes de atrofias musculares espinales.

Muy recientemente, se ha publicado un articulo en el que se ha estudiado mas a
fondo el papel de VRK1 en la hipoplasia pontocerebelosa de tipo 1 a través de un
paciente con la mutacion R358X (Vinograd-Byk et al., 2015). Se ha visto que VRK1
juega un papel esencial tanto en la proliferacion de los precursores neuronales como
en la migracién neuronal. Ademas, la falta de VRK1 en estos pacientes produce la
down-regulacion de la proteina precursora amiloide (APP: amyloid-precursor protein),
un gen muy importante involucrado en migracion neuronal. Se sugiere asi que VRK1
afecta a la migracion neuronal a través de un mecanismo APP-dependiente
(Vinograd-Byk et al., 2015).

Finalmente, y como tema principal de este trabajo, esta descrito que la quinasa
humana VRK1 fosforila a la proteina de ensamblaje de los cuerpos de Cajal (CBs), la
coilina (Sanz-Garcia et al.,, 2011a). Esta fosforilacion se produce, al menos, en el
residuo serina 184. Ademads, ambas proteinas interaccionan y colocalizan en el
ndcleo. Por lo tanto, con todos estos datos, se postula a VRK1 como una quinasa

importante en procesos de neurodegeneracion que debe ser estudiada mas a fondo.
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2. Los cuerpos de Cajal

Los cuerpos de Cajal (CBs: Cajal bodies) fueron descritos por primera vez por
Santiago Ramoén y Cajal en 1903 (Figura 12) quien los denominé como cuerpos
accesorios del nucléolo debido a su frecuente asociacion con éste en células

neuronales (Cioce and Lamond, 2005).

Figura 12: Dibujo original de Santiago Ramén y Cajal, 1903.
a: Cuerpo de Cajal, b: nucléolo; c: speckles

Los cuerpos de Cajal son organulos nucleares que varian en tamafio (0,2 - 2um) y
namero (1-6) dependiendo del tipo celular o de la especie (existen en insectos,
levaduras, anfibios, plantas y mamiferos), y se encuentran en células con una alta
tasa de proliferacion o transcripcionalmente muy activas, estando casi ausentes o
siendo de menor tamafio en células quiescentes o en parada de ciclo por falta de
suero en el medio de cultivo (Andrade et al., 1993; Tucker et al., 2001). De hecho, la
inhibicion de la transcripcion con actinomicina D o a-amanitina desorganiza los CBs
(Carmo-Fonseca et al., 1992). Ademas, se ha visto que son capaces de moverse

durante la interfase a una velocidad de 1pm/min (Platani et al., 2000).

Figura 13: Esquema de los cuerpos de Cajal durante las distintas fases del ciclo celular.

Tanto el tamafio como el nimero de los CBs varian durante el ciclo celular (Figura

13), de tal forma que su mayor numero lo encontramos a mitad de G1 y su mayor
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tamafo se alcanza en fase Sy G2 (se cree que estos CBs pudieran ser la fusion de
los de G1), mientras que en mitosis se desensamblan y no vuelven a formarse hasta
mitad de la fase G1 o G1 tardia (Andrade et al., 1993). Todos estos datos presentan al
cuerpo de Cajal como una estructura dindmica a lo largo del ciclo celular.

2.1. Funciones de los cuerpos de Cajal

No hay un criterio particular, tanto morfolégico como bioquimico, que defina a qué
llamamos cuerpo de Cajal. Esto es debido, en parte, a que todos sus componentes,
incluso los que se concentran dentro de él, también se encuentran libres en el
nucleoplasma. Este dato sugiere que seguramente la funcién principal de los cuerpos
de Cajal sea aumentar la eficiencia de procesos que ocurririan a menor velocidad en
el nucleoplasma. Asi, los CBs representan un conjunto heterogéneo de estructuras
que pueden diferir en su composicion molecular y en sus posibles funciones
bioldgicas (Cioce and Lamond, 2005; Gall, 2000).

Una de las funciones mejor caracterizadas de los cuerpos de Cajal es la biogénesis
de ribonucleoproteinas (RNPs), concretamente aquellas asociadas a procesos de
splicing, al procesamiento de ARNm de histonas y a la formacion de los telémeros
(Machyna et al., 2013). Los CBs son un lugar donde poder realizar estas funciones de
manera muy eficiente, sobre todo en células con grandes requerimientos
transcripcionales como las neuronas o las células tumorales. A pesar de que en los
cuerpos de Cajal se maduren y acumulen estas RNPs, que son esenciales en el
proceso de splicing de pre-ARNm, la ausencia de otros factores importantes en este
proceso, como los ARN poli A, sugieren que el splicing no tiene lugar dentro del
cuerpo de Cajal (Tucker et al.,, 2001). De hecho, componentes de las tres vias
principales de procesamiento de ARN (ARNr, ARNm y ARNm de histonas), se
encuentran en los CBs, postulandose un posible papel de éstos en el ensamblaje de
complejos de transcripcion y su localizacién a sus lugares de accién (Gall, 2000).
Ademas, los CBs también participan en la maduracion de RNPs nucleolares
(RNPsno), las cuales una vez activas iran al nucléolo para procesar pre-ARNr
(Machyna et al., 2013). Se postula ademas que el CB podria estar implicado también
en el procesamiento de los ARNsn nacientes debido a la asociacién de los CBs con
algunos loci génicos de U ARNsn (Fernandez et al., 2002; Frey and Matera, 2001;
Gall, 2001).

Actualmente esta ganando importancia la relacion entre CBs y teldmeros. La

telomerasa es un complejo de ribonucleoproteinas que permite el alargamiento de los
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teldmeros en las células progenitoras de tejidos y células cancerosas. Esta compuesta
por tres subunidades principales: la transcriptasa reversa, el componente de ARN
(TERC o hTR), y la disquerina. Por un lado, esta descrito que hTR se acumula en los
CBs y, por otro lado, se ha identificado una proteina, TCABL1 (telomerase Cajal body
protein 1), notablemente enriquecida en los cuerpos de Cajal y asociada con la
telomerasa activa y con los pequefios ARN del CB (ARNsca). El silenciamiento de
TCAB1 impide la asociacion de hTR con los cuerpos de Cajal, inhibiendo la unién
telomerasa-telémeros, evitando asi la sintesis de los mismos (Broome and Hebert,
2013; Chen et al., 2015; Stern et al., 2012; Yuan et al., 2014; Zhu et al., 2004). De
este modo se piensa que los cuerpos de Cajal estarian facilitando el reclutamiento de
la telomerasa a los telomeros en la fase S del ciclo celular.

Finalmente, otra de las funciones asociada a los cuerpos de Cajal es la regulacion de
la respuesta a estrés celular o dafio en el ADN (Cioce et al., 2006; Gilder et al., 2011;
Palanca et al., 2014; Velma et al., 2012). Asi, una infeccion viral, la luz UV, la
irradiacion o el tratamiento con etopdsido o cisplatino, produce la desintegracion de
los CBs por distintas vias (Cioce et al., 2006; Gilder et al., 2011; Hebert, 2010; Velma
etal., 2012; Velma et al., 2010).

Citoplasma

Genes
ARNsno Gen
telomerasa

ARNsno

Genes
u(1-4) ARNsca Gen
telomerasa

T
8 \
/ ” Nucléolo
/ UARNsn  RNPsno /
{ pre-ARNr

Modificaciones
Unién a Sm/SMN /
U RNPsn

o\

18S,28S

S

Figura 14: Esquema con algunas de las funciones descritas de los cuerpos de Cajal. Modificado
de Machyna et al., 2013.
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2.2. Componentes de los cuerpos de Cajal

Debido a la gran variedad de procesos que se realizan en este compartimento
nuclear, podemos encontrar maltiples componentes que no siempre son exclusivos
del CB; de hecho, algunos de ellos estan presentes en otros cuerpos nucleares
(Figura 15). Asi, comparte elementos con los PMLs (promyelocytic leukemia nuclear
bodies) como la ubiquitina E3-ligasa PIASy o SUMO-1; con las gems o geminas; el
complejo SMN, con los HLBs (histone locus bodies) las proteinas FLASH o NPAT o
con el nucléolo, la Fibrilarina o Noppl40. Ademas, dentro del cuerpo de Cajal,
encontramos quinasas como la Cdk2/ciclinak, el factor de crecimiento FGF-2, el
componente de ARN de la telomerasa hTR, ribonucleoproteinas (RNPs) y ARN

especificos del CB (ARNsca), y su proteina marcadora, la coilina.

S6

u7
Nopp140

NPAT
Fibrilarina

FLASH hTR Topol

Disquerina  Nop10

U3z Uus
snoRNP  gscaRNA NPH2

CUERPO DE CAJAL

Coilina

Lsm 10/11 snRNP

WRAP53

SMN FGF-2

Cdk2/Ciclinak CGI-55
SUMO-1

Geminas
(2,3,4,6,7)

Figura 15: Representacién de los principales componentes de los cuerpos de Cajal, algunos de
ellos compartidos con otros cuerpos nucleares tales como las Geminas, los PMLs, los HLBs o el

nucléolo.
2.2.1. p80-Coilina
La coilina es la proteina marcadora y de ensamblaje de los cuerpos de Cajal, donde

actia como proteina estructural o de andamiaje de todos los factores que son

reclutados para desarrollar las diferentes funciones de este compartimento nuclear.
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Sin embargo, solo un 30% de la coilina se encuentra dentro de estos cuerpos de
Cajal, mientras que el 70% restante esta libre en el nucleoplasma donde su funcion es
desconocida (Whittom et al., 2008b). Fue identificada a partir del estudio de sueros de
pacientes con enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, la
esclerodermia o el lupus eritematoso. Estos sueros reaccionaban contra un antigeno
de 80kDa que marcaba especificamente los cuerpos de Cajal por
inmunofluorescencia y al que se denominé p80-coilina (Andrade et al., 1991; Andrade
et al., 1993). El gen que codifica para la coilina se localiza en el cromosoma 17, en la

region q22.

2.2.1.1. Estructura de la coilina

La coilina es una fosfoproteina de 576 aminoé&cidos y tiene un peso molecular real de
62,6kDa (medido a través del programa PEPTIDESORT) (Chan et al., 1994); sin
embargo, se le asigna un peso molecular de 80kDa debido a que en los geles de
electroforesis se detecta a esta altura. Esto es debido a que tiene una lenta migracion
asociada a multiples regiones con carga positiva en su secuencia (Chan et al., 1994).

En su regidon amino terminal, contiene un dominio de auto-interaccion (aminoacidos 1-
94) necesario para su oligomerizacion, accion esencial para la formacién de los
cuerpos de Cajal (Hebert and Matera, 2000b). De hecho, el desensamblaje de los CBs
durante la mitosis se debe a wuna reduccion de su oligomerizacion por
hiperfosforilacion de la coilina (Hebert and Matera, 2000b). Esta proteina contiene dos
sefales de localizacién nuclear (NLS), una situada en los aminoacidos 107-112, y otra
entre los residuos 181-198 (Bohmann et al., 1995; Chan et al., 1994). Entre estas dos
NLS se encuentra una sefial de localizacion nucleolar (NoLS) (residuos 160-168) la
cual en condiciones fisiologicas se encuentra encriptada (Hebert and Matera, 2000b).
En la coilina se encuentran también dos regiones ricas en serinas (aminoacidos 242-
259 y 312-325) (Dundr et al., 2004), una region rica en argininas y glicinas llamada
caja RG (aminoacidos 392-420) y, finalmente, en su extremo carboxilo terminal, un
dominio Tudor atipico debido a la presencia de loops desestructurados (residuos 460-
559) (Figura 16) (Shanbhag et al., 2010).

Esta regién carboxilo terminal de la coilina ha sido identificada como la regién
reguladora del numero de cuerpos de Cajal en la célula. A través de estudios de
proteinas quiméricas han sido identificados los Ultimos 96 aminoacidos de la coilina
como los responsables de la down-regulacién de la formacion de CBs y, mas
concretamente, la fosforilacién en las serinas 567 y 568. Ademas, se piensa que esta
region es la encargada de regular al extremo amino terminal de la coilina ya que, in
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vivo, esta regién C-terminal enmascara la region de auto-interaccion (Shpargel et al.,
2003).

107112 160-168181-198

NLS ~ NoLS NLS 242259 312326
1 94 + 392 420 460 569 6576
N |Autn-interacci6n | I | I - I Tudor I I (o]
Coilin
D Regién de auto-interaccion DRegién rica en serinas

.Seﬁal localizacion nuclear (NLS) DCaja RG rica en glicinas/argininas
D Seiial localizacion nucleolar (NoLS8) D Dominio Tudor atipico

Figura 16: Esquema de la coilina donde se detallan sus dominios mas importantes.

2.2.1.2. Modificaciones postraduccionales de la coilina

Las proteinas sufren diferentes modificaciones postraduccionales, tales como la
fosforilacion, la metilacién, la ubiquitinacion o la sumoilacién, que suelen ser
reversibles y no excluyentes. A través de estas modificaciones se generan nuevas
interacciones que podran dar lugar a mdltiples funciones en la célula (Hebert et al.,
2002b; Ubersax and Ferrell, 2007).

2.2.1.2.1. Metilacién de la coilina

Dentro de una cadena polipeptidica, los nitrdgenos de las argininas pueden ser
modificados postraduccionalmente a través de la adiciébn de grupos metilo, proceso
conocido como metilacion de argininas. Esta metilacion de argininas puede ser de tres
tipos: monometilacion (MMA: monomethylathion), dimetilacion asimétrica (aDMA:
asymmetric dimethylation) o dimetilacion simétrica (SDMA: symmetric dimethylation)
(Figura 17) (Bedford and Richard, 2005; Gary and Clarke, 1998). Las enzimas
responsables de catalizar estas reacciones reciben el nombre de metiltransferasas de
argininas o PRMTSs (protein arginine methyltranferases). Se conocen 10 miembros que
se clasifican en tipo |, tipo Il o tipo I, segun el tipo de metilaciones que producen. Son
enzimas de expresion ubicua de las que no se conoce mucho acerca de su
regulacion, aunque se ha visto que ratones knock-out para PRMT1 o PRMT5S son
inviables (Bedford, 2007; Bedford and Richard, 2005; Yang and Bedford, 2013).

Proteinas con dominios ricos en argininas y glicinas, como en el caso de la coilina,
son muy a menudo sustratos de las PRMTs. Asi, se ha visto que la coilina sufre una
dimetilacion simétrica de argininas en su caja RG, a través de la PRMT5 (Hebert et
al., 2002b). Esta metilacién es importante para su interaccién con el dominio Tudor de

SMN, proteina que se acumula en los cuerpos de Cajal y cuyo gen estd mutado en el
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95% de las atrofias musculares espinales. De este modo, la inhibicién de la metilacién
de la coilina provoca una disminucién de la interaccion con SMN, el cual pasa a
acumularse en otros compartimentos nucleares llamados Gems o Geminas,
confirmandose de esta manera que la metilacion de argininas afecta a la organizacion
nuclear (Chen et al., 2011; Hebert et al., 2002b). Ademas, se ha visto que la reduccién
en la metilacion de la coilina provoca la desintegracion de los cuerpos de Cajal y la
posterior redistribuciéon de la coilina al nucleoplasma (formando microfocos) y al
nucléolo. Esta coilina intranucleolar no esta metilada y no esta asociada a SMN ni a
RNPs (Tapia et al., 2010). Estos datos sugieren que existe una dindmica entre CBs —
nucleoplasma — nucléolo donde la metilacion juega un papel fundamental.

H,N H,N HN. & /@
)‘@NH2 )@NH =N
AN
HN HN : HN D
Tipo LI
% .
MMA aDMA

Figura 17: Esquema representativo de la metilacién de argininas. Modificado de Yang et al.,
2013.

2.2.1.2.2. Fosforilaciéon de la coilina

La fosforilacion de la coilina es la modificacion postraduccional mejor estudiada y
caracterizada. Se han descrito al menos 17 residuos de fosforilacion en esta proteina
(Figura 18) (Beausoleil et al., 2004; Dephoure et al., 2008; Hebert and Matera, 2000b;
Lyon et al., 1997; Nousiainen et al., 2006; Olsen et al., 2006; Toyota et al., 2010).

La fosforilacion de la coilina tiene multiples efectos, desde la correcta formacion de los
cuerpos de Cajal hasta diferencias en la proliferacion celular. Como se menciond
anteriormente, se sabe que la hiperfosforilacion de la coilina durante la mitosis impide
su oligomerizacion, produciendo el desensamblaje de los cuerpos de Cajal durante

esta fase del ciclo celular (Carmo-Fonseca et al., 1993; Hebert and Matera, 2000b).

29



Introduccién

Sin embargo, los niveles de proteina total se mantienen constantes a lo largo del ciclo,
confirmando asi como la fosforilacion de la coilina tiene un papel fundamental en la
formacion de los CBs (Andrade et al., 1993; Hearst et al., 2009b).

T303

§272 301

Ti22 5184 5202 §271 T29

Auto-
interaccion

NLS NoLS NLS

N

® witosis

® Interfase

® Interfase/mitosis
® No identificado

Figura 18: Residuos de fosforilacion identificados en la coilina. Se distingue entre residuos
fosforilados durante la mitosis (verde), en la interfase (rosa) o en ambas (amarillo); asi como
aquellos no identificados ain (blanco). Modificado de Toyota et al., 2010.

La sobreexpresion de la proteina SmB (small nuclear ribonucleoprotein-associated
protein B), la cual forma parte del proceso de formacién del espliceosoma, induce la
formacion de cuerpos de Cajal en células que carecen normalmente de ellos. Este
efecto se cree que es debido al aumento de la demanda en la maquinaria de
biogénesis de ribonucleoproteinas, las cuales se modifican dentro del CB. Para esta
formaciéon de nuevos CBs, la fosforilacion de la coilina debe ser modificada, de tal
forma que se postula a la coilina como diana de alguna cascada de fosforilacion adn
desconocida que responda a un aumento en la demanda de procesos de splicing
(Sleeman et al., 2001). Se sabe, ademas, que la coilina interacciona directamente con
SmB, y que esta interaccion compite con la uniéon del complejo SMN, el cual se
describira detalladamente méas adelante en este trabajo. Asi, se ha visto que SMN se
une preferencialmente a la coilina desfosforilada, mientras que SmB se une a la
coilina fosforilada (Figura 19), confirmandose nuevamente que el estado de
fosforilacion de la coilina tiene consecuencias a nivel de interaccion con otras

proteinas (Toyota et al., 2010).
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Figura 19: Representacion de la union de Sm y el complejo SMN con la coilina. Adaptado de
Hebert 2010.

En esta interaccion entre coilina y SMN juega un papel esencial la fosfatasa PPM1G
(Protein phosphatase 1G), Unica fosfatasa conocida que modifica directamente a la
coilina. El silenciamiento de PPM1G provoca la salida de SMN de los cuerpos de
Cajal (disminuyendo la interaccion con la coilina) los cuales se desensamblan (Hearst
et al., 2009b). Asi, la poblacion de SMN nuclear se mantiene hipofosforilada respecto

a la del citoplasma.

El hecho de que la fosforilacion de la coilina juegue un papel esencial en diferentes
procesos y afecte al correcto ensamblaje de los cuerpos de Cajal, hace que descifrar
las quinasas que actuen sobre esta proteina sea fundamental. Hasta el momento, sélo
se han descrito tres quinasas que tienen la capacidad de fosforilar a la coilina in vitro.
En el afio 2000, se describi6 como la casein quinasa Il (CKIl) y la Cdk2/ciclina E
fosforilaban a la coilina (Hebert and Matera, 2000b; Liu et al., 2000). Este complejo
Cdk2/ciclina E se acumula en los cuerpos de Cajal durante la transicién G1/S y la fase
S temprana, siendo la translocacién de Cdk2 al cuerpo de Cajal dependiente de la
ciclina E (Liu et al., 2000). En este trabajo de Liu y colaboradores, se hipotetiza que el
reclutamiento del complejo Cdk2/ciclina E pueda tener un papel esencial en el
procesamiento de ARNm de histonas, debido a que los cuerpos de Cajal se
encuentran muy proximos a los HLBs, los cuales acumulan al sustrato de la Cdk2
NPAT (Nuclear Protein Of The Ataxia Telangiectasia Mutated Locus), responsable de
la activacién de la transcripcidon de histonas y del correcto progreso a la fase S del

ciclo celular (Liu et al., 2000; Nizami et al., 2010). Mas recientemente, en nuestro
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laboratorio, se identificé la fosforilacién de la coilina por la quinasa humana VRK1, a
través de un array peptidico con mas de 1080 secuencias (Sanz-Garcia et al., 2011a).
Se detectd la serina 184 como diana de VRK1, generdndose una secuencia consenso
de fosforilacion de caracter basico (EAKRKSPKKKE) para las VRKs.

2.2.1.2.3. Ubiquitinacion de la coilina

La ubiquitinacion es una modificacién covalente reversible que consiste en la union de
una o mas ubiquitinas a la proteina diana. La ubiquitina es una proteina de 76
aminoacidos altamente conservada en eucariotas. El sistema de ubiquitinacion fue
descrito por el Dr. Ciechanover, logrando el premio Nobel. En un principio, se
describié a la ubiquitinacion como una marca para la degradacion de proteinas en el
proteasoma. Sin embargo, hoy en dia se sabe que tiene muchas otras funciones,
entre ellas, su participacion en la regulacion de diferentes vias de sefializacion
involucradas en apoptosis, autofagia, ciclo celular o dafio al ADN (Dikic et al., 2009;
Hershko and Ciechanover, 1998).

Enzima activadora @ Ubiquitina

a Enzima de conjugacion Enzima desubiquitinante

Enzima de ligacion

Figura 20: Esquema del proceso de ubiquitinacion donde se detallan los tres pasos mas
importantes llevados a cabo por las enzimas E1, E2 y E3. Adaptado de Eldridge et. al., 2010.

El sistema de ubiquitinacion esta formado por 3 enzimas: enzima de activacion o E1,
enzima de conjugacion o E2 y enzima de ligacion o E3. En esta reaccion, la glicina de
la region carboxilo terminal de la ubiquitina forma un enlace amida con el nitrégeno de
una lisina de la proteina diana. El ciclo completo de ubiquitinacién genera un sustrato
monoubiquitinado. Sin embargo, el proceso se puede repetir para obtener cadenas de
ubiquitinas. Este proceso ademas es reversible, ya que existen en la célula alrededor
de 85 enzimas desubiquitinantes (DUB) (Figura 20) (Komander, 2009).
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Existen 7 residuos de lisina en la ubiquitina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63) que
permiten la formacién de cadenas de varios tipos. De esta manera, las proteinas
sustrato pueden modificarse de diferentes formas: monoubiquitinacion, mdaltiple
monoubiquitinacion, y cadenas de ubiquitinas las cuales pueden diferir en longitud o
en union. Dependiendo de las lisinas que formen parte en la cadena, el destino de la
proteina ubiquitinada sera diferente (Figura 21). Asi, como ejemplo, la cadena
formada por la lisina 48, marca para la degradacion en el proteasoma, mientras que la
formada por unién de lisina 63 participa en cambios de localizacién y en respuesta a
dafio en el ADN (Pickart and Eddins, 2004).

Degradacion lisosomal E Degradacion
Modificacion de quinasas proteasoma

Vi

K29 K27 K48
| 0000
K33 |Proteina | M1
de quinasas m -

K11 K63

3 Senalizacion, localizacion, I

Figura 21: Representacion de las diferentes cadenas de ubiquitina que se pueden formar en una
proteina, y sus multiples destinos, dependiendo de la lisina utilizada.

Poco se conoce acerca de la ubiquitinacion de la coilina. Actualmente solo se han
descrito dos residuos de ubiquitinacion en esta proteina (K473 y K493) que han sido
identificados por técnicas protedmicas, sin existir todavia ensayos in vitro o in vivo
(Kim et al., 2011).

2.2.1.2.4. Sumoilacién de la coilina

La sumoilacion es otra de las modificaciones postraduccionales que mas
recientemente estd siendo estudiada en la coilina. A modo de introduccion, la
sumoilacion es la unidn covalente de la proteina SUMO (small ubiquitin-related
modifier) a una lisina de una proteina diana. Esta modificacion puede tener varias
consecuencias, desde la pérdida de interaccion con otras proteinas, hasta un cambio
de localizacion subcelular (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007; Navascues et al.,
2008; Sun et al., 2005). Existen actualmente 4 miembros de SUMO (SUMO 1 - SUMO
4), siendo el proceso de sumoilacion muy similar al de ubiquitinacion, en el cual se
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requiere de enzimas de activacion, de conjugacién y de ligacion. Sin embargo, poco
se sabe acerca de como se regula todo este proceso debido a la poca informacion de
muchos de sus componentes; por ejemplo, solo se conoce una enzima de
conjugaciéon de SUMO, llamada Ubc9 (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007).

Dentro de las enzimas de ligacién, las cuales estan mejor descritas, se encuentra
PIASy. Es una SUMO E3 ligasa que se concentra en los cuerpos nucleares PML
(promyelocytic leukemia bodies), los cuales tienen, entre otras funciones, regular
procesos de transcripcién. Se piensa que cuando un factor de transcripcion se
sumoila, queda retenido en estos PML para ser reprimido transcripcionalmente (Sun
et al.,, 2005). Hace unos afios se vio que la coilina y PIASy interaccionaban,
generando una asociacion entre estos dos cuerpos nucleares (Sun et al., 2005). Afios
mas tarde, se observd en neuronas no diferenciadas una subpoblacién de cuerpos de
Cajal que contenian SUMO-1 y la enzima de conjugacion Ubc9 (Navascues et al.,
2008). Ademas, se vié que en tejido nervioso adulto SUMO-1 se localizaba
transitoriamente en CBs cuando se sometian las células a estrés, sugiriendo un
posible papel de la sumoilacion de la coilina en respuesta a estrés durante la

diferenciacion neuronal (Navascues et al., 2008).
2.2.1.3. Ratones knock-out de coilina

En el afio 2001, Tucker y colaboradores crearon el primer ratdn knock-out de coilina,
con una delecion del 85% de la secuencia codificante para la proteina. Los ratones
homozigotos para la mutacién son viables y fértiles, pero presentan una reduccién de
su viabilidad (Tucker et al., 2001). Tanto los ratones knock-out como los fibroblastos
embrionarios derivados de éstos, carecen de cuerpos de Cajal, pero contienen unas
estructuras similares en tamafio y componentes a las que se ha denominado como
cuerpos de Cajal “residuales”, que contienen fibrilarina o Nopp140, pero no reclutan
Sm, RNPs o al complejo SMN (Bauer and Gall, 1997; Tucker et al.,, 2001).
Curiosamente, si se sobreexpresa coilina exdgena, estos cuerpos residuales
desaparecen y se forman nuevos cuerpos de Cajal (Tucker et al., 2001; Walker et al.,
2009).

En el afio 2009, Walker y colaboradores, realizaron mas estudios para determinar el
fenotipo de los ratones coilina ", debido a que en los estudios previos solo se habian
analizado los ratones durante una generacion, y querian evitar las posibles influencias
de los fondos genéticos, de tal forma que se estudiaron hasta 10 generaciones,

siempre seleccionando la delecion en el gen de la coilina. Se confirmé que la
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mutacion en homozigosis es semi-letal, el nimero de ratones homozigotos era mucho
menor que el de heterocigotos o los control (Walker et al., 2009). Ademas, las
hembras homozigotas tenian un menor nimero de crias por camada, confirmando los
efectos de la pérdida de la coilina en la fecundidad de los ratones. Se observé cémo
los machos tenian un tamafio de testiculos menor que los ratones control, no
habiendo diferencias en los ovarios de las hembras (Walker et al., 2009). Con este
estudio se demostré que los ratones knock-out de coilina tienen defectos en su
viabilidad, y que su letalidad aparece en una etapa tardia de la gestacion, siendo un
suceso de penetrancia incompleta (hay ratones homozigotos para la mutacién
viables), demostrando que la coilina no es una proteina esencial para el raton.

2.2.2. SMN (Survival Motor Neuron)

La proteina de supervivencia de las motoneuronas o SMN es el segundo componente
mas importante de los cuerpos de Cajal. Las mutaciones en el gen SMN son las
causantes de la atrofia muscular espinal (SMA), una enfermedad neurodegenerativa
autosdmica recesiva que produce la pérdida de neuronas motoras (Coovert et al.,
1997; Lefebvre et al., 1995) y la muerte a edades muy tempranas, siendo la primera

causa genética de muerte infantil (1 de cada 6000 nacimientos).

Este gen se localiza en la region cromosomica 5q13, la cual presenta una duplicacién
invertida de 500kb haciendo que existan dos copias del gen: una copia centromérica
(SMN2) y una telomérica (SMN1). En la gran mayoria de los pacientes con SMA se ha
detectado una delecion en SMN1, de tal forma que solo se expresa la proteina a partir
del gen SMN2, siendo asi los niveles mas bajos respecto a individuos sanos. Se ha
visto, ademas, que dichos niveles de SMN estan inversamente relacionados con la
severidad de la enfermedad.

SMN1 y SMN2 son 99,9% idénticos, tienen promotores equivalentes y expresan de
forma ubicua su ARN y proteina. La diferencia entre ambos genes es un cambio C>T
en el exén 7 de SMN2, que altera la cantidad de este exdn incorporado al ARNm final,
de tal forma que muchos de los ARNm provenientes del gen SMN2 carecen de este
exon (el 90% aproximadamente); produciendo una proteina incapaz de oligomerizar,
provocando su rapida degradaciéon via ubiquitina-proteasoma (Figura 22) (Burghes
and Beattie, 2009; Burnett et al., 2009; Chang et al., 2004; Lorson et al., 1999; Monani
et al.,, 1999). Asi, el nimero de copias del gen SMN2 es un determinante de la
severidad de la patologia. También se han descrito mutaciones puntuales en

pacientes con SMA que conservan un alelo de SMN1 (Alias et al., 2009; Parsons et
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al., 1996). Sin embargo, el mecanismo por el cual una reduccion de la proteina SMN
causa una degeneracion neuromotora es, a dia de hoy, una incégnita (Wang and
Dreyfuss, 2001).

SMN1 SMN2

Exon 6 Exon 7 Exén 8 Exén 6 Exén 7 Exén 8

pre-ARNm — |—| CI_| |_ - T l_
VoV

<L

o o O o S
ARNmM EED‘:I:D EI:":I:D

Proteina \)’ﬁq:;ﬁ Q \s
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Figura 22: Representacion de la diferencia entre SMN1 y SMN2. A consecuencia de un cambio
C->T en el gen SMN2, se produce un splicing alternativo que genera un ARNm sin exén 7,
generandose una proteina mas inestable y de rapida degradacion.

2.2.2.1. Estructura de SMN

SMN es una proteina de 294 aminoacidos y 38kDa con mdltiples dominios en su
estructura y se localiza en el citoplasma y en el nicleo, dentro de los cuerpos de Cajal
(Hebert et al., 2001b) o de las Geminas (Liu and Dreyfuss, 1996; Malatesta et al.,
2004). Su expresion es ubicua, siendo mayor en cerebro, médula espinal, rifiones e
higado; y su pérdida completa conlleva a la letalidad embrionaria (Monani et al.,
2000).

En su regién amino terminal posee una regién de unidon a Geminas (con las cuales
forma el complejo funcional SMN) y a acidos nucleicos, asi como un dominio de
autointeraccion. Posee una region rica en lisinas (K™) responsable de la unién a
ARNsn (small nuclear RNAs), y, entre los aminoacidos 91-151, un dominio Tudor
importante para la union con proteinas Sm, la fibrilarina y la coilina. Contiene ademas
una regioén rica en prolinas (P, responsable de la unién de la profilina, una proteina
que ultimamente gana importancia en las SMA (Bowerman et al., 2009; Nolle et al.,

2011). Ya en su region carboxilo terminal presenta una caja YG conservada, esencial
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para su oligomerizacién y la unién de Geminas (Figura 23) (Burghes and Beattie,
2009; Wang and Dreyfuss, 2001). Ademas, se ha visto que esta region carboxilo
terminal (donde se localizan los exones 6 y 7) es responsable de la localizacion de
SMN en el citoplasma (se ha propuesto un motivo de localizacién citoplasmatica
“QNQKE”) y de su funcionalidad (Coady and Lorson, 2011; Hua and Zhou, 2004;
Wang and Dreyfuss, 2001).

N K+ TUDOR P+t YG C
Geminas 1 Sm Coilina Fibrilarinal
C=/= ¢
miG— “Sm
ARNsn

D Dominio interaccién con Geminas o Gems

D Regién rica en lisina (K), union con ARNsn
D Dominio Tudor. Unién a Sm, coilina y fibrilarina
D Regién rica en prolinas (P), unién a profilina

D Caja tirosina-glicina, autoensamblaje

Figura 23: Esquema de la estructura de la proteina SMN donde se detallan sus dominios mas
importantes.

2.2.2.2. Funciones de SMN: el complejo SMN

SMN oligomeriza para formar, junto con las Geminas (Geminas 2 a 7), el complejo
estable SMN, un complejo proteico de gran tamafio en el cual las Geminas 2, 3,5y 7
se unen directamente a SMN mientras que las Geminas 4 y 6 lo hacen de manera
indirecta a través de las Geminas 3 y 7, respectivamente (Battle et al., 2006). Forma
parte también de este complejo UNRIP (UNR-interacting protein), importante para la
funcion de biogénesis de ribonucleoproteinas, funcién esencial y mejor estudiada del
complejo SMN (Carissimi et al., 2005).

El proceso de splicing fue descubierto simultdneamente en 1977 por los grupos de
Philip Sharp y Richard Roberts (Berget et al., 1977; Chow et al., 1977). Permite un
control temporal y espacial durante el desarrollo de la expresion de los genes de una
célula eucariota, y tienen un papel fundamental las ribonucleoproteinas del
espliceosoma o RNPs, responsables de la eliminacion de los intrones. Se ha descrito
cémo el complejo SMN interviene tanto en el procesamiento de los pre-ARNm como
en la formacion y biogénesis de las RNPs (Battle et al., 2006; Paushkin et al., 2002).
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Figura 24: Representacién de la biogénesis de RNPs donde participa el complejo SMN.
Adaptado de (Battle et al., 2006; Burghes and Beattie, 2009).

Asi, se considera el punto de inicio de la biogénesis de estas RNPs la transcripcion
por la ARN polimerasa Il de los ARNs llamados “ARN nuclear de pequefio tamafio” o
ARNsn denominados como U1, U2, U4, U5 y U6. El ARNm sintetizado en el ndcleo se
modifica ampliamente y ha de ser exportado al citosol para ser traducido. Asi, al
transcrito naciente se le afiade en el extremo 5 la caperuza o cap de 7-
metilguanosina, estabilizando al ARN. En el extremo 3’ se produce la poliadenilacion,
la cual sefializa la terminacién de la transcripcion. De este modo, una vez modificados
los extremos 5’ y 3’ del transcrito, éste es exportado al citosol donde se le unira un
complejo heptamérico formado por las proteinas Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F y G), las
cuales previamente se han unido a la proteina pICIn (chloride conductance regulatory
protein), que forma parte del metilsoma junto con PRMT5, una arginina metil
transferasa. Asi, la unién de las proteinas Sm y PRMT5, entre otras, aumenta la
afinidad con el complejo SMN, formando un complejo SMN/Sm/Geminas. En este
momento, se llevan a cabo nuevas modificaciones, y se produce el importe al nicleo a

través de la importina B y la snurportina. Una vez en el ndcleo, se liberan las RNPs
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dirigiéndose a los cuerpos de Cajal donde se produce su maduraciéon a través de
varias modificaciones, en las cuales intervienen los ARNsca (ARNs propios de los
CBs). Una vez las RNPs son activas, se dirigen a los sitios de transcripcion donde se
ensamblan con el espliceosoma; un destino alternativo es su acumulacion en los
“speckles nucleares” (Battle et al., 2006; Carvalho et al., 1999b; Casafont et al., 2009;
Coady and Lorson, 2011; Fischer et al., 2011; Hebert et al., 2001b; Narayanan et al.,
2002; Paushkin et al., 2002; Stanek and Neugebauer, 2006). Para esta localizacién de
las RNPs en los CBs, es indispensable la unién directa de SMN con la region RG de
la coilina (Hebert et al., 2001b).

Una segunda funcién de SMN fue descrita a través de la observacion de que la
deficiencia en SMN producia una reduccion del crecimiento axonal de las
motoneuronas (Rossoll et al., 2003). SMN se localiza en los axones de las
motoneuronas, asi como en los conos de crecimiento neural. Se sabe ademas que la
Gemina 2, esencial en el proceso de biogénesis de RNPs explicado anteriomente, no
colocaliza con SMN en estos axones, sugiriendo asi una nueva funcion de SMN
(Jablonka et al., 2001). Recientemente, se han descrito dos nuevas interacciones de
SMN: son las proteinas de uniéon a ARN hnRNP R y hnRNP Q (ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas R y Q); las cuales si colocalizan en los axones de las
motoneuronas con SMN. Se ha demostrado que SMN y hnRNP R modulan el
crecimiento axonal (Rossoll et al., 2003). Ademas, la deficiencia en SMN produce
también una deslocalizacion de la beta-actina (tanto a nivel de ARNm como de
proteina) en los axones y conos de crecimiento neural. Se sabe que hnRNP R
interacciona con el ARNm de la beta-actina, mas concretamente con el 3'UTR,
importante para su transporte. En estos estudios se demostrd que la unién entre SMN
y hnRNP R era necesaria para la union de éste a la beta-actina. Esta nueva funcion
de SMN podria explicar por qué la atrofia muscular espinal afecta especificamente a

las motoneuronas (Rossoll et al., 2003).

Finalmente, otra de las funciones de SMN que cabe destacar, es su papel como
proteina anti-apopt6tica (Figura 25). El silenciamiento de SMN produce la apoptosis
en células neuronales, de manera dependiente de caspasas (Kerr et al., 2000;
Trulzsch et al., 2007). El mecanismo mejor conocido de SMN en apoptosis es la
inhibicion de la activacion de la caspasa 3 a través del bloqueo de su clivaje por la
calpaina (Anderton et al., 2011). De hecho, motoneuronas derivadas de pacientes con
SMA tienen mayores niveles de subunidades de caspasa y de caspasa 3 clivada
(Sareen et al.,, 2012). Diferentes estudios han puesto de manifiesto las mudltiples

relaciones entre SMN y proteinas clave en procesos de supervivencia. Asi, SMN
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interacciona directamente con Bcl-2, un regulador negativo de la apoptosis (Sato et
al., 2000); esta interaccién juega un papel fundamental anti-apopt6tico a través de su
accion contra Bax o Fas, accion incapaz de realizar la proteina SMN proveniente de
SMN2. Ademas, en modelos de ratén con SMA se ha visto como la expresién de Bcl-2
esta disminuida, hipotetizdndose como un factor clave en la muerte de las
motoneuronas (Anderton et al., 2013). Otro gen cuya expresion esta reducida en
pacientes con SMA es ZPR1 (zinc finger protein). Al igual que SMN, su knock-out
produce letalidad embrionaria, de hecho su deficiencia causa defectos en la formacion
de los cuerpos de Cajal, en el crecimiento embrionario o en el crecimiento axonal,
ademas de provocar un aumento de la apoptosis. El silenciamiento de ZPR1 induce la
activacion de la caspasa 3, sugiriendo un papel esencial en la muerte de las
motoneuronas conjuntamente con SMN (Gangwani et al., 2005). Otra proteina
importante en apoptosis y relacionada directamente con SMN es el guardian del
genoma p53; de hecho, se ha detectado su colocalizacion en los cuerpos de Cajal. Se
cree que altos niveles de SMN ayudan a localizar a p53 en el ndcleo, y que el
complejo SMN/p53 frenaria la apoptosis mediada por este factor de transcripcion.
Esta interaccion no existe en pacientes con SMA debido a que el SMN mutante no
puede interaccionar con p53, el cual se redistribuye al nucléolo (Young et al., 2002).
Finalmente, cabe destacar la relacion entre SMN vy la proteina Bcl-xL. Esta proteina
bloquea la liberacion del citocromo c y la activacion de la caspasa 9 a través de Apaf,
inhibiendo asi la apoptosis. La expresion de SMN y Bcl-xL esté co-regulada a través
de la proteina de union a ARN Sam-68, sugiriendo un mecanismo comudn de
regulacion en el que bajos niveles de Sam-68 producen la acumulacién de Bcl-xL y
SMN. Ademas, la expresion de uno induce la expresion del otro, actuando de forma
sinérgica en el bloqueo de la inhibicibn de la PI3-quinasa, actuando asi como
proteinas pro-supervivencia. Por lo tanto, se cree que la muerte causada por el
defecto en SMN puede ser bloqueada por la sobreexpresién de Bcl-xL (Anderton et
al., 2012; Garcera et al., 2011). Todos estos datos abren mdiltiples caminos de
investigacion para determinar el mecanismo exacto que lleva a la apoptosis de las

motoneuronas en las atrofias musculares espinales.
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Figura 25: Representacion de las diferentes vias de la apoptosis donde actia SMN ya sea a
través de interacciones, inhibiciones o mediante regulacion.

3. SMN, Coilina, VRK1y su implicacién en neurodegeneracion

La razon del por qué bajos niveles de SMN genera atrofia muscular espinal o SMA
aun sigue siendo una incognita. Se postulan dos hipétesis principalmente: la primera
sugiere que el defecto en la formacion de las RNPs afecte al splicing de un grupo de
genes importantes para los circuitos de las motoneuronas. La segunda se centra en el
papel de SMN en los axones de las neuronas; e incluso una mezcla de ambas, es
decir, el defecto en el ensamblaje de las RNPs podria afectar al splicing de genes

importantes en los axones.

La biogénesis de RNPs es un proceso esencial para la supervivencia de todas las
células, pero, ¢como este proceso puede afectar de forma especifica al sistema
neuro-motor? La actividad en la médula espinal de SMN es maxima durante la fase
embrionaria y durante el desarrollo post-natal temprano, y luego disminuye para
mantener un nivel de actividad constante, dato que sugiere una alta demanda de
sintesis de RNPs durante el desarrollo neuronal (Gabanella et al., 2005). La hipétesis
con mayor relevancia actualmente es la que hace referencia al espliceosoma menor.
Existen dos tipos de espliceosoma (mayor y menor) segun el tipo de RNPs que lo
formen y los tipos de intrones que detecten. La mayoria de intrones génicos son
eliminados por el espliceosoma mayor o U2-dependiente. En este complejo, U1, U2,
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U4/6 y U5 median la deteccion y escisién de las secuencias intrénicas. Sin embargo,
en aproximadamente 600-700 genes (<1% del total de intrones) actia el
espliceosoma menor o Ul2-dependiente. Este complejo consta de las RNPs U11,
U12, Udatac/U6atac y U5, anica RNP comun en ambas vias. Mientras que la via U2-
dependiente reconoce la secuencia intrénica candnica GT/AG, la via U12 reconoce un
lugar 5’AT y un lugar 3'AC (Hall and Padgett, 1994; Sharp and Burge, 1997; Will and
Luhrmann, 2005; Will et al., 2001). Se ha visto que en modelos animales de SMA,
cuando se analizaban extractos de cerebro y médula espinal, habia una reduccion,
como era de esperar, de RNPs, siendo mucho mas drastica para las RNPs U11ly U12
(Gabanella et al., 2007). Ademas, cuando se analizaron los genes que tenian este tipo
de intrones AT/AC, se vio que habia un gran nimero de genes relacionados con
canales ionicos dependientes de voltaje, asociados a transporte axonal y muchas
veces mutados en patologias neurodegenerativas, postulandose asi un posible
mecanismo de como el defecto en el splicing causado por SMN podria generar esta
atrofia muscular espinal (Wu and Krainer, 1999).

Como se explico anteriormente, una funcion de SMN no asociada a proteinas Sm o a
la Gemina 2, es el correcto transporte de ARNm a los axones y conos de crecimiento
neural para la traduccion eficiente de algunos genes, como la beta-actina. En esta
funcién se basa la segunda hipétesis acerca de cdmo bajos niveles de SMN pueden
generar SMA. En motoneuronas derivadas de modelos de ratén con atrofia muscular
espinal, se detectaron niveles reducidos de beta-actina, tanto de su ARNm como de
proteina, defecto que provoca un menor crecimiento del cono neural y un
acortamiento de los axones. Adicionalmente, el knock-down de SMN en un modelo de
pez cebra genera defectos pre-sinapticos en las uniones neuromusculares o NMJ
(neuromuscular junction), un efecto que en modelos de ratdn no se ha visto alterado
(Boon et al., 2009; Coady and Lorson, 2011). Una evidencia méas en relacion a la
funcion axonal de SMN es la identificacién en pacientes con SMA de una alteracion en
el gen de la plastina 3 (gen PLS3) involucrado en la dinamica de la beta-actina, ya que
estabiliza sus filamentos (Oprea et al., 2008). Se ha detectado una reduccién drastica
de los niveles proteicos de plastina 3 en peces cebra smn”, en los cuales se ha visto
gque SMN afecta a su produccion proteica (Hao le et al., 2012). De hecho, la
sobreexpresion de plastina 3 disminuye la severidad de la patologia en ratones con
SMA o en motoneuronas derivadas del pez cebra con knock-down de SMN. Estos
trabajos ponen de manifiesto el papel importantisimo que tiene el transporte y la

dinamica de la beta-actina en el desarrollo de la atrofia muscular espinal.

42



Introduccién

Como se mencioné al explicar la biogénesis de RNPs, una vez entran al ndcleo se
acumulan en los cuerpos de Cajal para su maduracion y posterior localizacion en los
lugares de splicing. Se ha visto que en fibroblastos derivados de pacientes con atrofia
muscular espinal no se acumulan RNPs en los cuerpos de Cajal (Renvoise et al.,
2006), sugiriendo que posiblemente existan otros componentes de este suborganulo
nuclear que también estén ausentes. Investigando esta posibilidad, se detecté en
estos fibroblastos derivados de pacientes la ausencia de la chaperona de RNPsno
(ribonucleoproteinas nucleolares) Nopp140; de hecho, su silenciamiento produce una
deslocalizacién de SMN fuera de los CBs, y por el contrario, la sobreexpresion de
SMN favorece la localizacion de Nopp140 en éstos, revelando asi que la localizacion
de Noppl140 en los cuerpos de Cajal correlaciona con la expresion fenotipica de la
SMA (Renvoise et al., 2009). Ademas, si se marca a Nopp140 y a coilina en células
derivadas de paciente con SMA de tipo I, Il y Ill (menos a méas severidad), aparece
una correlacion inversa entre la cantidad de Nopp140 en los CBs y la severidad de la
patologia, postulandose como un buen marcador de la misma (Renvoise et al., 2009).

VRK1 fosforila a la coilina en miltiples residuos, uno de ellos la serina 184 (Sanz-
Garcia et al,, 2011a), un proceso que puede tener consecuencias a nivel de
interaccion con otras proteinas. Entre las proteinas que estdn descritas que
interaccionan con la coilina encontramos, ademas de a SMN, a la ataxina-1 (Hong et
al., 2003). Mutaciones en la ataxina-1 generan ataxia y distrofia muscular espinal.
Estas patologias estdn causadas por la repeticion del triplete CAG generando un
tracto de poli-glutaminas o poliQ, y reciben el nombre de “enfermedades de poli-
glutaminas”. Este tipo de agregados se ha observado en varias patologias
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson o enfermedades prionicas (Kakizuka,
2008). Interesantemente, se ha descrito una proteina que colocaliza y se une a estos
agregados de poliQ, la proteina VCP (valosin containing protein), perteneciente a la
familia de AAA ATPasas, que controlan la calidad de las proteinas (Kakizuka, 2008).
Ademas, VCP interacciona y es fosforilada por VRK1 (dato aun sin publicar). También
se ha detectado a VCP en los cuerpos nucleares llamados agresomas, los cuales
contienen acumulos de proteinas ubiquitinadas y que se generan al inhibir el

proteasoma (Kitami et al., 2006).

El hecho de que SMN se encuentre en el nlcleo acumulada en los cuerpos de Cajal,
hace que estos suborganulos nucleares sean un foco constante de estudios como
posibles implicados en la patologia, ya sea a través de interacciones o de
modificaciones como fosforilaciones o ubiquitinaciones, entre otras. Ademas,

juntando estos datos con el hecho de que la quinasa humana VRK1 fosforila a la
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coilina y que existen mutaciones en esta quinasa que generan patologias
neurodegenerativas, hace plantearse la posibilidad de que exista alguna relacion entre
ellas y la causa de estas atrofias musculares. Gracias a esta informacién
consideramos la necesidad de estudiar la implicacion de VRK1 en este tipo de

patologias, convirtiéndose en el objetivo principal de este trabajo.

44



Objetivos

OBJETIVOS

e Estudiar el efecto de la fosforilacion de la coilina por la quinasa humana
VRK1 en la formacién de los cuerpos de Cajal y en la degradacion de la

coilina, asi como caracterizar el residuo de fosforilaciéon serina 184.

e Analizar el efecto del silenciamiento de la quinasa VRK1 en la proteina SMN,
asociando a la quinasa con patologias neurodegenerativas.

e Estudiar la interaccion entre VRK1, SMN y coilina durante el ciclo celular.

e Caracterizar las mutaciones en VRK1 R89Q, R133C, V236M y R358X,

analizando su localizacidn, actividad y estabilidad.
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RESULTADOS

“Los imposibles de hoy seran posibles mafana.”

Konstantin Tsiolkovsky







Resultados

1. Implicacién de la quinasa humana VRK1 en la formacion de los

cuerpos de Cajal

1.1. La quinasa VRK1 interacciona con la coilina

Teniendo en cuenta que la quinasa humana VRK1 fosforila a la coilina (Sanz-Garcia
et al.,, 2011a), quisimos evaluar si estas dos proteinas interaccionaban. En primer
lugar, realizamos una inmunoprecipitacion de VRK1 endégena o de coilina endégena
en las lineas celulares HeLa y HEK-293T, respectivamente. En ambos casos se
detect6 la interaccion entre VRK1 y coilina (Figura 26 A). Posteriormente, se quiso
detectar la interaccion con las proteinas sobreexpresadas. Para ello, células HEK-
293T fueron transfectadas con los pladsmidos pCEFL-GST-VRK1 o pCEFL-GSTQ
como control. Se realizdé un ensayo de Pull-Down, y se detecto la interaccion entre
coilina endégena y GST-VRK1 (Figura 26 B). Finalmente, realizamos el ensayo
reciproco, transfectando esta vez células HEK-293T con el vector pCMV6-Coilina-
Myc-Flag. En este caso, se inmunoprecipitd a la coilina con un anticuerpo que
reconoce el epitopo Flag y se detectd a la VRK1 enddgena en el precipitado (Figura
26 C). De esta manera, confirmamos que la quinasa humana VRK1 interacciona con

la proteina marcadora de los cuerpos de Cajal, la coilina.
A B C
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Figura 26: VRK1 y coilina interaccionan. A. Interaccion entre coilina y VRK1 enddégenas. Células
HelLa y HEK-293T se lisaron y se comprobd la expresion de las proteinas coilina y VRK1. Se
inmunoprecipité a VRK1 para detectar a la coilina en el precipitado, o se inmunoprecipit6 a la
coilina para detectar a VRK1 en el precipitado. B. Interaccion entre coilina endégena y GST-
VRK1. Células HEK-293T fueron transfectadas con los plasmidos pCEFL-GST-VRK1 o pCEFL-
GSTd. Se realiz6 un ensayo de Pull-Down para detectar la interaccion mediante electroforesis y
Western blot con anticuerpos especificos. C. Interaccion entre VRK1 endégena y coilina
transfectada. Células HEK-293T fueron transfectadas con los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-
Flag y pCEFL-Flag®@. Pasadas 48 horas, se inmunoprecipit6 a la coilina con un anticuerpo a-Flag
y se detect6 a la VRK1 endoégena en el precipitado.
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1.2. La interaccion entre VRK1 y coilina se produce a través de laregién

amino terminal de la quinasa

Una vez confirmada la interaccion entre ambas proteinas, quisimos identificar qué
regiones de VRK1 podrian estar implicadas en dicha interaccién. En primer lugar,
utilizamos las construcciones de VRK1 correspondientes a la regién amino terminal,
de tal forma que tenemos a VRK1-Myc entera y dos fragmentos a los que hemos
denominado VRK1-Myc NL (amino largo), que va desde el aminoacido 1 al 332 y
VRK1-Myc NC (amino corto), que va desde el aminoacido 1 al 267. Se transfectaron
células HEK-293T con dichas construcciones junto con el plasmido pCEFL-Coilina-
AUS5. Se realiz6 una inmunoprecipitacion de VRK1 a través del epitopo Myc y se
detect6 a la coilina en el precipitado (Figura 27 A). Para confirmar que la coilina se
unia a la region amino de VRK1, se transfectaron células HEK-293T con los
plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag, pCEFL-HA-VRK1 y pCEFL-HA-VRK1 (R358X),
esta Ultima carente de su region carboxilo terminal. Se inmunoprecipitdé a VRK1 con
un anticuerpo que reconoce el epitopo HA y se detectd a la coilina en ambos casos,
confirmandose asi el resultado anterior (Figura 27 B). Finalmente, quisimos
comprobar si la coilina también se unia a la region carboxilo terminal de VRK1. Con
este fin, se transfectaron células HEK-293T con los vectores pCMV6-Coilina-Myc-
Flag, pCEFL-GST®@, pCEFL-GST-VRK1 y pCEFL-GST-C-VRK1 (267-396), este (ltimo
codificante de la region carboxilo terminal de la quinasa. Se realizé un ensayo de Pull-
Down donde vimos como la coilina si interaccionaba con la VRK1 silvestre pero no
con la regién carboxilo terminal (Figura 27 C). Asi, podemos concluir que la quinasa
humana VRK1 interacciona a través de su regién amino terminal con la coilina, y no

con su region carboxilo terminal.
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Figura 27: La cailina interacciona con la regién amino terminal de VRK1. A. Coilina-AU5
interacciona con los fragmentos amino terminales de VRK1. Células HEK-293T fueron
transfectadas con los plasmidos pCEFL-Coilina-AU5 y pcDNA3.1-VRK1-Myc (silvestre 1-396, NL
1-332, NC 1-267). Se inmunoprecipitaron las construcciones de VRK1 con un anticuerpo a-Myc y
se detectdé a la coilina con el anticuerpo a-AU5. B. Coilina-Myc interacciona con HA-VRK1
(silvestre y R358X). Células HEK-293T fueron transfectadas con los plasmidos pCMV6-Caoilina-
Myc-Flag, pCEFL-HA-VRK1 y pCEFL-HA-VRK1 (R358X). Se utiliz6 un anticuerpo a-HA para
inmunoprecipitar a VRK1 y se detect6 a la coilina con un anticuerpo a-Myc. C. Coilina-Myc no
interacciona con la region carboxilo terminal de VRK1. Células HEK-293T fueron transfectadas
con los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag, pCEFL-GSTd, pCEFL-GST-VRK1 y pCEFL-GST-C-
VRK1 (267-396). Se llevé a cabo un ensayo de Pull-Down en el que se detecté a la coilina con
un anticuerpo a-Myc, y a las diferentes VRK1 con un anticuerpo a-GST. D. Representacion de la
union de la coilina a la region amino de VRK1.

1.3. VRK1 no se encuentra en los cuerpos de Cajal
Los cuerpos de Cajal (CBs) estan presentes, como se menciond en la introduccién de
este trabajo, en células con alta tasa de proliferacion o con grandes requerimientos

metabdlicos, como las células tumorales y neuronales, respectivamente. Ademas, su

namero varia dependiendo de la linea celular. Para examinar como se visualizaban
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estos suborganulos en diferentes lineas de nuestro laboratorio, se realiz6 una
inmunofluorescencia en las siguientes lineas celulares: WS1 (fibroblastos humanos),
HelLa (adenocarcinoma de cérvix), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), A549
(carcinoma de pulmén), HEK-293T (embrionarias de rifion), HCT116 (carcinoma
colorrectal) y SH-SY5Y (neuroblastoma). Se marcé a la coilina con el anticuerpo

monoclonal de Santa Cruz Pdelta (Figura 28).

Wws1 Hela MCF7 A549
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Figura 28: Marcaje de los cuerpos de Cajal en distintas lineas celulares. Se realiz6 el marcaje de
la coilina en un panel de lineas celulares: WS1 (fibroblastos humanos), HeLa (adenocarcinoma
de cérvix), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), A549 (carcinoma de pulmén), HEK-293T
(embrionarias de rifion), HCT116 (carcinoma colorrectal) y SH-SY5Y (neuroblastoma). Se utilizd
el anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz.

No se observaron cuerpos de Cajal en la linea de fibroblasto humano no tumoral
WS1, la cual tiene una lenta tasa de proliferacion. Sin embargo, en el resto de lineas
marcadas, si se visualizaron los cuerpos de Cajal como puntos intensos rojos,
mientras que la poblacion de coilina libre en el nucleoplasma se detecté como un débil
fondo rojo por el nicleo. En la mayoria de células se observaron entre 2 y 4 CBs,
excepto en la linea HCT116 de carcinoma colorrectal, en la que se observé un mayor

namero (entre 4 y 6) (Figura 28).

Debido a que VRK1 es una de las quinasas mas abundantes en el nicleo, e
interacciona con la coilina, quisimos investigar si también se encontraba dentro de los
cuerpos de Cajal. Con este fin, en primer lugar, se aislaron ndcleos intactos de células
HelLa (Figura 29 A). Para ello, se sembraron células HelLa en placas de 100mm vy, 48
horas después, se lavaron y se recogieron por centrifugacion a 600g. El pellet
obtenido se resuspendio en un tampén RSB, el cual produce el hinchamiento de las

células por choque osmotico. Se dejo la suspension en hielo y se fue observando en
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el microscopio hasta que la mayoria de las células se encontraron hinchadas. Es
entonces cuando se pasan las células por un homogeneizador para su rotura
mecanica, obteniendo asi los nlcleos intactos, los cuales son lavados con el mismo
tampon RSB. Estos nlcleos se marcaron en primer lugar con DAPI para verificar que
se encontraban enteros (Figura 29 A). Una vez vimos que teniamos los nicleos de las
células HelLa en perfecto estado, pasamos a marcar a la VRK1 y la coilina con los
anticuerpos especificos correspondientes (Figura 29 B), observando la sefial nuclear

en verde de VRK1 y los cuerpos de Cajal (coilina) en rojo.

Finalmente, pasamos a realizar el aislamiento y purificacién de los cuerpos de Cajal,
siguiendo el protocolo de (Lam et al., 2002) (Figura 29 E). Este protocolo parte de
ndcleos intactos de células HelLa a los que, en primer lugar, a través de gradiente de
sacarosa y mediante sonicacion, se eliminan los nucléolos, siguiendo el procedimiento
con el nucleoplasma. Seguidamente, a través de varias centrifugaciones y gradientes
de Percoll-sacarosa, acabamos aislando y enriqueciendo los cuerpos de Cajal. Una
vez realizado el protocolo, quisimos marcar tanto por inmunofluorescencia (Figura 29
C) como por Western blot (Figura 29 D) a la coilina (control positivo del protocolo) y a
la quinasa VRK1. Se detect6 a la coilina en ambas técnicas, pero VRK1 no fue
observada en ningun caso, confirmando asi que la quinasa no se encuentra en este

compartimento nuclear o solo esta presente en una poblacion de células minoritaria.
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Figura 29: La quinasa VRK1 no se encuentra en los cuerpos de Cajal. A. Extraccion de ntcleos
intactos de células HelLa. Células HelLa fueron sembradas en placas de 100mm y, 48 horas
después, se recogieron por centrifugacién a 600g. Se resuspendieron en un tampén RSB que
produce su hinchamiento por choque osmético y, posteriormente, se pasaron por un
homogeneizador para su rotura de forma mecéanica. Se volvieron a centrifugar a 1000g y el pellet
se lavo con el mismo tampon. B. Marcaje de VRKL1 y coilina en los nicleos aislados. Se realizo
una inmunfluorescencia de los nucleos para marcar a VRK1 y coilina. C. Aislamiento y
purificacién de cuerpos de Cajal. A partir de los nucleos intactos, se llevo a cabo el protocolo de
Lam (Lam et al., 2002) para aislar y concentrar CBs a través de gradientes de Percoll-Sacarosa.
Se marc6 por inmunofluorescencia a VRK1 (verde) y coilina (rojo). D. Western blot de una
fraccion negativa de cuerpos de Cajal (Fracciéon 1S) y de la fraccion donde se encuentran los
cuerpos de Cajal concentrados (Fraccion 3S). Se detect6 a la coilina y a VRK1 con anticuerpos
especificos. E. Esquema del protocolo para el aislamiento y purificacién de los cuerpos de Cajal
donde se detallan los pasos principales del procedimiento.

Detalle

Fraccion 1S
Fraccion 3S
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1.4. Efecto del silenciamiento de VRK1 en la formacion de los cuerpos
de Cajal

Como se explicd anteriormente, para la formacion de los cuerpos de Cajal, es
necesaria la oligomerizacién de la coilina, a través de su dominio de autointeraccion
en el extremo amino terminal de la proteina (Hebert and Matera, 2000b). De este
modo, se forman los CBs, complejos macromoleculares nucleares que varian en
composicion y tamafio. Quisimos estudiar el efecto que podia tener el silenciamiento
de la quinasa VRK1 en la oligomerizacién de la coilina y, por lo tanto, en la formacion
de los cuerpos de Cajal.

En primer lugar, se realizd6 un ensayo de HPLC (high performance liquid
chromatography) en condiciones nativas. Esta técnica, junto con el andlisis de las
fracciones recogidas mediante electroforesis y Western blot, nos permite separar las
proteinas que forman parte de complejos multiproteicos en funcién de su peso
molecular. Asi, se transfectaron células MCF-7 con dos siARN especificos para VRK1
(si-VRK1-02 y si-VRK1-03) o con un siARN control (si-Control) que no tiene diana
especifica. Pasadas 72 horas, se lisaron las células y se realiz6 la HPLC recogiendo
fracciones de 200ul, las cuales se precipitaron con &cido tricloroacético para su

posterior analisis por electroforesis y Western blot (Figura 30 A).

Se detecto a la coilina tanto en complejos de alto peso molecular (700kDa) como de
peso molecular medio (160kDa). VRK1 se observé mayoritariamente en complejos de
peso molecular medio, aunque también se detectd una poblacion en complejos de alto
y bajo peso molecular. Sin embargo, al silenciar a VRK1, se produjo una disminucion
de la coilina en complejos de alto peso molecular, mientras que se producia un
aumento en complejos de peso molecular medio (Figura 30 A). Estos complejos de
peso molecular medio pueden ser el punto de partida para iniciar la formacién de los
cuerpos de Cajal y, a través de los resultados obtenidos, podemos confirmar que
VRK1 es necesaria para el ensamblaje de los CBs o para mantener a la coilina en

complejos de alto peso molecular.

Para mejorar la visualizacién de los resultados, se cuantificaron las fracciones de alto
y medio peso molecular (Figura 30 B). Adicionalmente, se realiz6 una gréafica donde
se sumaron por un lado las fracciones de alto peso molecular y por otro las de peso

molecular medio (Figura 30 C).
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Figura 30: El silenciamiento de VRK1 desplaza a la coilina a complejos de peso molecular
medio. A. Se lisaron células MCF-7 y se cuantificaron los extractos obtenidos de manera que
para cada muestra se filtraron 3mg de proteina total, contenidos en un mismo volumen. Estos
extractos se fraccionaron por HPLC de filtracion en gel en una columna “Superose 12/10/300 GL”
(GE Healthcare). Se recogieron fracciones de 200ul, de las cuales las fracciones pares se
precipitaron y resuspendieron en un volumen menor para ser separadas mediante electroforesis
y analizadas mediante Western blot. Para calibrar la columna y estimar los pesos moleculares de
las fracciones obtenidas se emplearon los siguientes marcadores de peso molecular de Bio-Rad:
tiroglobulina bovina 670kDa, y-globulina bovina 158kDa, ovoalbumina de pollo 44kDa,
mioglobina de caballo 17kDa y vitamina B12 1,35kDa. B. Representacién comparativa del
porcentaje de coilina presente en las fracciones de interés, tras el tratamiento con los ARN de
interferencia. La cuantificacion se realiz6 con el programa Quantity One (BioRad). C.
Representacion de la suma de las fracciones de alto y medio peso molecular para mejorar la
visualizacion de la cantidad relativa de coilina en cada una de ellas.

Una vez observamos que el silenciamiento de VRK1 producia la desoligomerizacion
de la coilina y provocaba su desplazamiento a complejos de peso molecular medio,
quisimos estudiar el efecto que tenia este resultado en la formacién de los cuerpos de
Cajal. Para llevarlo a cabo, realizamos inmunofluorescencias en tres lineas celulares
distintas: HelLa, MCF-7 y la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Se
transfectaron con dos siARN especificos para VRK1 (si-VRK1-02 y si-VRK1-03) o con
un si-Control sin diana especifica. Pasadas 72 horas, las células fueron lisadas para
comprobar el correcto silenciamiento de la quinasa (Figura 31) o fueron fijadas para

su marcaje por inmunofluorescencia y observacion en el microscopio confocal (Figura
32 A, B,C).

si-Control
si-VRK1-02
si-VRK1-03
si-Control
si-VRK1-02
si-VRK1-03
si-Control
si-VRK1-02
si-VRK1-03
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Figura 31: Silenciamiento de VRK1 en un panel de lineas celulares. Se realiz6 la lipofeccion con
Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) a células HeLa, MCF-7 o SH-SY5Y para silenciar a la
VRK1. Se utilizaron dos siARN especificos diferentes y un si-Control. Pasadas 72 horas, se
lisaron para verificar la disminucién de la expresion de VRK1. Se marcé la coilina con el
anticuerpo policlonal H-300 de Santa Cruz y a la VRK1 con el anticuerpo de fabricacion propia
policlonal VC.
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Figura 32: El silenciamiento de VRK1 produce la pérdida de los cuerpos de Cajal. Se realizé la
lipofeccion con Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) a células HelLa (A), MCF-7 (B) o SH-
SY5Y (C) para silenciar a la VRK1. Se utilizaron dos siARN especificos diferentes y un si-
Control. Pasadas 72 horas, se fijaron y procesaron las células para su marcaje por
inmunofluorescencia y andlisis por microscopia confocal. La coilina fue detectada con el
anticuerpo monoclonal de Santa Cruz Pdelta y la quinasa VRK1 con el anticuerpo de Sigma que
reconoce la regién amino de la proteina. Se cuantificé el porcentaje de células con o sin cuerpos
de Cajal (gréaficas de abajo). Se realiz6 un test t-Student para estudiar la significancia.* (P<0.05)
** (P<0.005) ***(P<0.0005). En el caso de las células SH-SY5Y se realiz6 el analisis estadistico
mediante ANOVA (diferencia de poblaciones), debido al menor nimero de células.

En las tres lineas celulares vimos que al silenciar a la quinasa humana VRK1 se
producia una pérdida de los cuerpos de Cajal (Figura 32). La sefial roja intensa que se
veia en las células control correspondiente a estos compartimentos nucleares, dejaba
de ser visible en la mayoria de las células, quedando una sefial roja débil en el
nucleoplasma, casi indetectable, debido a que la coilina produce una sefial intensa
solamente cuando se encuentra concentrada y oligomerizada formando el cuerpo de

Cajal.

Para terminar de confirmar este resultado, quisimos silenciar a VRK1 con otra técnica
diferente a la lipofeccion de siARN. Para ello, infectamos las células con vectores
retrovirales que contienen oligonucleétidos que tienen como diana a VRK1 (pSuperior-
shVRK1-H1 y pSuperior-shVRK1-H3), silenciandola (Figura 33).
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Figura 33: El silenciamiento de VRK1 mediante infeccion con vectores retrovirales afecta a la
formacién de los cuerpos de Cajal. Se infectaron células MCF-7 con los vectores retrovirales
pSuperior-shVRK1-H1, pSuperior-shVRK1-H3, o con un pSuperior vacio como control. Después
de 3 dias seleccionando con puromicina, se lisaron las células para comprobar el silenciamiento
de VRK1 mediante electroforesis y Western blot, y se fijaron las células para su marcaje por
inmunofluorescencia. La coilina fue detectada con el anticuerpo monoclonal de Santa Cruz
Pdelta y la VRK1 con el anticuerpo de Sigma que reconoce la regién amino de la proteina.
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Para realizar esta técnica se utilizaron como células empaquetadoras de la particula
viral a la linea HEK-293T, y como células diana a la linea de adenocarcinoma de
mama MCF-7. Volvimos a ver como al silenciar a VRK1, se producia una pérdida de
los cuerpos de Cajal (Figura 33), confirmando asi que la quinasa humana VRK1 es

necesaria para la correcta formacién de los cuerpos de Cajal.

1.5. El silenciamiento de la quinasa humana VRK2 no afecta a la

formacion de los cuerpos de Cajal

Cuando se realizo el chip peptidico en el cual apareci6 la coilina como sustrato de
VRK1 (Sanz-Garcia et al.,, 2011a), también se obtuvo este resultado con el otro
miembro de la familia, VRK2. Esto puede ser debido a que presentan entre ellas una
alta homologia de su dominio catalitico, que hace que muchas veces compartan

sustratos in vitro, pero no in vivo debido a su diferente localizacion subcelular.

Sin embargo, antes de seguir estudiando a la quinasa humana VRK1, quisimos
descartar que VRK2 pudiera también tener un efecto en la formacién de los cuerpos
de Cajal. Con este fin se realizé un ensayo de inmunofluorescencia en las dos lineas
gue se usaran a lo largo de este trabajo: la linea de adenocarcinoma de cérvix, Hela,
y la linea de adenocarcinoma de mama, MCF-7. Se transfectaron con un siARN
especifico de VRK2 (si-VRK2-06) o con un siARN sin diana especifica (si-Control).
Pasadas 96 horas, tiempo necesario para obtener una reduccién significativa de la
proteina, se lisaron las células para comprobar el silenciamiento de VRK2 mediante
electroforesis y Western blot, y se fijaron los cubreobjetos redondos para su marcaje y

posterior visualizacion en el microscopio confocal.

Observamos, en ambas lineas, un silenciamiento significativo de la quinasa VRK2,
que se detecta en el Western blot como una doble banda correspondiente a las dos
isoformas: VRK2A y VRK2B (Figura 34). También apreciamos la disminucion de la
expresion de esta quinasa en el ensayo de inmunofluorescencia. Sin embargo, no se
observd ningun efecto en los cuerpos de Cajal, los cuales en todos los casos se
detectaron como puntos rojos muy intensos bajo un fondo tenue nuclear. De este
modo, concluimos que el silenciamiento de la quinasa VRK2 no afecta a la formacion

de los cuerpos de Cajal.
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Figura 34: El silenciamiento de VRK2 en las lineas HeLa y MCF-7 no afecta a la formacién de
los cuerpos de Cajal. Se realizé la lipofeccion con Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) en
células HeLa y MCF-7 para silenciar a la quinasa VRK2. Se utilizé un siARN especifico para la
quinasa y un si-Control. Pasadas 96 horas, se realizd la lisis para verificar la bajada de expresion
de VRK2 (figura derecha) y se procesaron los cubreobjetos para microscopia confocal. La coilina
fue detectada con el anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz y la quinasa VRK2 con un
anticuerpo policlonal de fabricacién propia en el laboratorio.

1.6. La actividad quinasa de VRK1 es necesaria para el ensamblaje de

los cuerpos de Cajal

Debido a que VRK1 es una quinasa regulada durante el ciclo celular (Valbuena et al.,
2008), y ademas fosforila a la coilina en mdltiples residuos (Sanz-Garcia et al.,
2011a), quisimos averiguar si la actividad quinasa de VRK1 era necesaria para el
ensamblaje de los cuerpos de Cajal. Para responder a esta pregunta, se realizé un
ensayo de rescate de fenotipo en la linea celular HeLa. En primer lugar, se silenci6 a
la VRK1 endégena con un siARN especifico (si-VRK1-01), y, 36 horas después, se
transfectd el plasmido pCEFL-HA-VRK1 (R391/R393/V394), el cual contiene tres
mutaciones que lo hacen resistente al siARN afiadido anteriormente. Se transfecto
tanto la HA-VRK1 (R391/R393/V394) silvestre como la quinasa inactiva HA-VRK1
(K179E) (R391/R393/V394). Pasadas 36 horas mas, se lisaron las células para
comprobar el silenciamiento de VRK1 y la sobreexpresién de las HA-VRK1 (Figura 35
B), y se procesaron las células para inmunofluorescencia y microscopia confocal. Los

resultados mostraron nuevamente que, al silenciar VRK1, se producia la pérdida de
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los cuerpos de Cajal (Figura 35 A), de tal forma que en las células control casi el
100% contenian CBs mientras que al silenciar a la quinasa, solamente un 20% de
células aproximadamente contenia dichos organulos (Figura 35 C). Al sobreexpresar

de nuevo la quinasa silvestre volviamos a detectar a estos suborganulos nucleares en

Resultados

casi el 100% de las células, del mismo modo que en la poblacién control,

embargo, la sobreexpresiéon de la quinasa inactiva no lograba rescatar el fenotipo,

afirmando que es necesaria la actividad quinasa de VRK1 para el ensamblaje de los

cuerpos de Cajal (Figura 35).
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Figura 35: Rescate de fenotipo en la linea celular HeLa. A. Células Hela fueron transfectadas
con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-01), o con un siARN control. Pasadas 36 horas, se
transfectaron las células con los plasmidos pCEFL-HAQ, pCEFL-HA-VRK1 (R391/R393/V394) o
pCEFL-HA-VRK1 (K179E) (R391/R393/Vv394), pladsmidos con mutaciones silenciosas que los
hacen resistentes al si-VRK1-01. 36 horas después, se lisaron las células para comprobar la
expresion de las proteinas mediante Western blot (B) y se procesaron las células para
microscopia confocal. Se utilizé el anticuerpo monoclonal de Santa Cruz Pdelta para detectar a
la coilina y el anticuerpo policlonal a-HA para detectar a VRK1. C. Cuantificacién del porcentaje
de células con cuerpos de Cajal. Se utiliz6 el programa ImageJ para el contaje y se realizé una
prueba t-Student para la estadistica. * (P<0.05) ** (P<0.005) *** (P<0.0005).

Este resultado se quiso confirmar mediante un nuevo ensayo de rescate de fenotipo,
pero esta vez con la quinasa VRK1 murina, la cual no se degrada con el siARN de la
VRK1 humana. En primer lugar, quisimos comprobar mediante un ensayo de
fosforilacion in vitro, si la quinasa murina era capaz de fosforilar el residuo serina 184

de la coilina, al igual que hacia la VRK1 humana.

Para ello se transfectaron células HEK-293T y HelLa con los plasmidos pCMV6-
Coilina-Myc-Flag y pPCMV6-mVRK1-Myc-Flag (tanto la quinasa murina silvestre como
la quinasa murina inactiva K179E). Se inmunoprecipité a la VRK1 y a la coilina y se
realizé un ensayo de fosforilacion in vitro, habiendo desfosforilado previamente a la
coilina antes de utilizarla como sustrato, con el fin de evitar sefiales inespecificas. En
ambas lineas celulares se observd que la VRK1 murina silvestre era capaz de
fosforilar el residuo serina 184 de la coilina in vitro, no asi la quinasa inactiva (Figura
36). De este modo confirmamos que la quinasa VRK1 murina es capaz de fosforilar a

la coilina in vitro.
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Figura 36: La quinasa VRK1 murina fosforila el residuo serina 184 de la coilina in vitro. Células
HEK-293T (panel izquierdo) y HelLa (panel derecho) fueron transfectadas con los plasmidos
pCMV6-Coilina-Myc-Flag y pCMV6-mVRK1-Myc (silvestre y quinasa inactiva K179E). Se
inmunoprecipité por separado tanto a la VRK1 como a la coilina, que fue utilizada como sustrato,
previamente desfosforilada. Se detect6 la fosforilacion de la coilina con el anticuerpo a-Coilina
pSerl84 de Antibody Production Services Ltd.

Una vez supimos que la quinasa murina fosforilaba a la coilina, hicimos el ensayo de
rescate de fenotipo utilizando la construccion pCMV6-mVRK1-Myc-Flag, la cual es
resistente al si-VRK1-02. Igual que en el ensayo de rescate de fenotipo anterior, al
silenciar a la quinasa humana VRK1 se produce la desaparicion de los cuerpos de
Cajal, quedando solamente un 10-20% de células con estos suborganulos (Figura 37
A y C). Cuando sobreexpresamos la quinasa silvestre murina, recuperamos la
formacion de los CBs en un 80% de las células, igualandose a la poblacion de células
control. Sin embargo, la sobreexpresion de la quinasa murina inactiva no logro
recuperar la formacién de los cuerpos de Cajal, confirmandose nuevamente que la
actividad quinasa de VRK1 es esencial para el ensamblaje de los cuerpos de Cajal

(Figura 37).
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Figura 37: Rescate de fenotipo con la quinasa VRK1 murina. Células HelLa fueron transfectadas
con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02), o con un siARN control. Pasadas 36 horas, se
transfectaron las células con los plasmidos pCMV6-mVRK1-Myc-Flag (silvestre o K179E). 36
horas después, se lisaron las células para comprobar la expresion de las proteinas mediante
Western blot (B) y se procesaron las células para microscopia confocal (A). Se utilizé el
anticuerpo monoclonal de Santa Cruz Pdelta para detectar a la coilina y el anticuerpo policlonal
a-Myc para detectar a la quinasa VRK1. C. Cuantificaciéon del porcentaje de células con cuerpos
de Cajal. Se utilizé el programa ImageJ para el contaje y se realizé una prueba t-Student para la
estadistica. * (P<0.05) ** (P<0.005) *** (P<0.0005).
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1.7. La fosforilacion del residuo serina 184 de la coilina esta asociada a

la actividad de VRK1 en células en proliferacién

Tanto VRK1 como coilina son proteinas que se encuentran reguladas durante el ciclo
celular. Por un lado, como se explico en la introduccién de este trabajo, VRK1 es
necesaria para la salida de la fase GO y la entrada en G1, aumentando tanto sus
niveles como su actividad en esta fase del ciclo y llegando a su nivel maximo en la
fase G2/M, facilitando la condensacién de la cromatina (Kang et al., 2007; Klerkx et
al., 2009; Valbuena et al., 2008; Valbuena et al., 2011b). Por otro lado, esta descrito
que los cuerpos de Cajal son una estructura dindmica durante el ciclo celular, de tal
forma que la hiperfosforilacion de la coilina produce el desensamblaje de los CBs
durante la mitosis, y vuelven a formarse en la fase G1 intermedia o tardia del ciclo
celular (Andrade et al., 1993).

Quisimos estudiar mas a fondo el residuo de fosforilacion serina 184 de la coilina en
células en proliferacion. Para ver si VRK1 tenia algun efecto en la fosforilacion de este
residuo dependiendo del estado proliferativo, se realizaron, en primer lugar, ensayos
quinasa en células MCF-7 en presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo.
Se inmunoprecipitd la VRK1 enddgena con el anticuerpo monoclonal 1F6 y se estudio
la fosforilacién de un sustrato ya conocido, como la histona H3, y de la coilina, nuestro
sustrato de interés. Observamos que en condiciones de ausencia de suero, la
actividad de VRK1, medida por su capacidad de autofosforilacion, disminuye
drasticamente, lo que conlleva a una menor fosforilacion de sus sustratos, la histona
H3 (Figura 38 A) y la coilina (Figura 38 B). Debido a que la actividad de VRK1 es
menor en células privadas de suero en el medio de cultivo, lo siguiente que quisimos
determinar fue si, al igual que ocurre al silenciar a VRK1, también se producia una
pérdida de los cuerpos de Cajal al eliminar el suero de las células. Asi, se realizd un
ensayo de inmunofluorescencia en el que se transfectaron células MCF-7 con un
siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02), un siARN control sin diana especifica o a
las que se les eliminé el suero del medio (0,2% FBS) durante 4 dias, para conseguir
una parada eficiente del ciclo en GO. Se observo el mismo efecto tanto en células
silenciadas para VRK1 (Figura 38 C y D) como en células paradas en GO (Figura 38
E): en ambos casos se perdid el ensamblaje de los cuerpos de Cajal. Por ultimo,
quisimos comprobar qué sucedia con la serina 184 de la coilina en ambas
condiciones. Para este fin, se transfectaron células HeLa y MCF-7 con un siARN
especifico para VRK1, un siARN control o se dejaron sin suero durante 4 dias.
Pasado este tiempo, se lisaron las células y se comprobd la expresion de las

proteinas en los extractos nucleares mediante electroforesis y Western blot. Como se
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esperaba, los niveles de coilina total permanecieron constantes en las distintas
condiciones, sin embargo, tanto al silenciar a VRK1 como al eliminar el suero a las
células, se producia una disminucion drastica del residuo de fosforilacion serina 184
de la coilina (Figura 38 F). Con todos estos resultados, podemos concluir que el
residuo serina 184 de la coilina se ve afectado por VRK1, ya sea al silenciarla o al
disminuir su actividad en células paradas, y que, ademas, la pérdida de cuerpos de
Cajal en estas células paradas es debida, en parte, a una menor actividad de VRK1.
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Figura 38: La fosforilacién de la coilina en el residuo serina 184 esta asociada a la actividad de
VRK1 en células en proliferacién. A. Fosforilacién de la histona H3 por VRK1 en presencia o
ausencia de suero. Se inmunoprecipitd VRK1 en células MCF-7 con el anticuerpo monoclonal
1F6 y se realiz6 un ensayo quinasa con y*?ATP, utilizando la histona H3 purificada como
sustrato. Para realizar el control de IP se utilizé el anticuerpo policlonal VE de VRK1 y la técnica
del Ponceau para la histona H3. B. Fosforilacion de la coilina por VRK1 en presencia o ausencia
de suero. Células MCF-7 fueron transfectadas con el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag y, 24
horas después, se eliminé el suero del medio de cultivo durante 4 dias. Se realiz6 un ensayo
quinasa con y*ATP, en el que inmunoprecipitamos a VRK1 con el anticuerpo monoclonal 1F6 y
a la coilina con un anticuerpo a-Myc. Se traté la IP de la coilina con fosfatasas para eliminar
sefiales inespecificas. Para el control de inmunoprecipitacion se utilizé el anticuerpo policlonal
VE de VRK1 y un anticuerpo a-Myc para la coilina. C.D.E. Efecto del silenciamiento de VRK1 o la
parada de ciclo en los cuerpos de Cajal. Células MCF-7 fueron transfectadas con un siARN
especifico para VRK1 (si-VRK1-02), un siARN control (si-Control) o fueron dejadas 4 dias sin
suero en el medio. Se procesaron las células para microscopia confocal. Se detect6 a la coilina
con el anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz y a la VRK1 con el anticuerpo policlonal de
Sigma que reconoce la regién amino. F. Células MCF-7 fueron transfectadas con un siARN
especifico para VRK1 (si-VRK1-02), un siARN control (si-Control) o fueron dejadas 4 dias sin
suero en el medio. Se lisaron las células para obtener extractos nucleares y se analizaron las
proteinas de interés mediante electroforesis y Western blot.
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Finalmente, realizamos ensayos in vitro para analizar la fosforilacion especifica de
VRK1 sobre el residuo serina 184 de la coilina en células en presencia o ausencia de
suero. Con este fin, se transfectaron células MCF-7 con el plasmido pCMV6-Coilina-
Myc-Flag y se dejaron sin suero durante 4 dias. Pasado este tiempo, se
inmunoprecipité a la VRK1 enddgena por un lado, y a la Coilina-Myc por otro lado.
Esta Ultima se tratd con fosfatasas para eliminar cualquier fosforilacion previa y se
realiz6 un ensayo in vitro poniéndola como sustrato. Observamos que VRK1 solo es
capaz de fosforilar a este residuo en células en proliferacion, y no en células paradas
por ausencia de suero, en las cuales la actividad de VRK1 esta disminuida (Figura
39). De este modo volvemos a confirmar el resultado anterior.

5 o Figura 39: Fosforilaciéon del residuo serina 184 de la

<°<Q7 éb coilina por la quinasa VRK1 en células privadas de

§\ S\° suero. Células MCF-7 fueron transfectadas con el

IP Coilina-Myc + - + + plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag 'y, 24 horas
después, se elimind el suero del medio de cultivo

IPVRK1 -+ + + durante 4 dias. Se realiz6 un ensayo in vitro, en el
Coilina pS184 — gue inmunoprecipitamos a VRK1 con el anticuerpo
- R T monoclonal 1F6 y a la coilina con un anticuerpo o-
Coilina-Myc [==- ==#'==¥ Myc. Se tratdé la IP de la coilina con fosfatasas

VRKlEl durante 20 minutos a 30°C para eliminar

fosforilaciones previas. La fosforilacion en el residuo
MCF-7 serina 184 de la coilina se detecté con el anticuerpo
policlonal a-Coilina pSer184.

1.8. La fosforilacion de la coilina en el residuo serina 184 se produce

antes del ensamblaje de los cuerpos de Cajal

Quisimos estudiar si el residuo serina 184 de la coilina se encontraba fosforilado en
los cuerpos de Cajal y si VRK1 colocalizaba con éste. Para ello se realiz6 un ensayo
de inmunofluorescencia en las lineas celulares HeLa y MCF-7, ddnde se detecté la

coilina total, la coilina fosforilada en el residuo serina 184 y la quinasa VRK1.

Se observd que en ambas lineas celulares el residuo fosforilado se detectaba
solamente en los cuerpos de Cajal, sin embargo, no todos los cuerpos de Cajal lo
contenian (Figura 40 A). Ademas, VRK1 se detecta solamente en el nucleoplasma y
no colocaliza con la serina 184 fosforilada (Figura 40 B). Estos datos nos indican que
este residuo se fosforila antes del ensamblaje de los CBs y que, una vez formado el
cuerpo de Cajal puede desfosforilarse, no siendo esencial para el mantenimiento de
éste. Para ver la colocalizacion méas en detalle, se cuantificé la intensidad de
fluorescencia de una célula mediante la generacién de una linea que la atraviesa y va
marcando la intensidad de cada laser del microscopio confocal (Figura 40, graficos a
la derecha).
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Figura 40: Colocalizacion de coilina total o fosforilada en el residuo serina 184 y VRK1. Se
realizd un ensayo de inmunofluorescencia en las lineas celulares HeLa y MCF-7, donde se
detecto la coilina total y la coilina fosforilada en el residuo serina 184 (A), o la VRK1 junto con la
coilina fosforilada en la serina 184 (B). Se utiliz6 el anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz
para la coilina total, el anticuerpo policlonal coilina pSer184, y el anticuerpo de fabricacién propia
1B5 para detectar a VRK1. Se cuantificd en detalle el nivel de fluorescencia de una célula para
observar la colocalizacion.
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Posteriormente, nos propusimos determinar si este residuo de fosforilacion estaba
asociado a la progresion del ciclo celular. Con este fin, células HeLa fueron sometidas
a un tratamiento de sincronizaciéon con timidina-nocodazol. De este modo, tenemos
células a las que se ha privado de suero (FBS) en el medio de cultivo (fase G0), a
células con medio de cultivo completo con 10% FBS, células a las que se ha tratado
durante 24 horas con timidina (fase S), células con tratamiento de timidina seguido de
tratamiento con nocodazol (G2/M) vy, finalmente, células a las que se ha liberado del
nocodazol y las cuales se han ido recogiendo a diferentes tiempos para obtener las

distintas fases del ciclo celular hasta volver a llegar a la fase G1 (Figura 41).

Nocodazol 100ng/ml

Timidina 2mM Liberacién

v

onl T 1 I 1
30min 1h 1,5h 3h 6h

- 0%FBS

10%FBS |
I 2an

Figura 41: Esquema del protocolo de sincronizacion de células HelLa con timidina-nocodazol.
Células HelLa fueron privadas de suero durante 3 dias, mantenidas al 10% de suero, tratadas
con timidina durante 24 horas o tratatadas con timidina 24 horas méas 12 horas de nocodazol.
Estas ultimas se liberaron y se recogieron puntos a diferentes tiempos.

De este tratamiento se procesaron cubreobjetos redondos para inmunofluorescencia y
visualizacion por microscopia confocal (Figura 42 A) y se recogieron células para su
lisis (Figura 42 B). Observamos que el patron entre coilina y pSerl84-coilina se
invierte durante el ciclo, de tal forma que en fase GO, tal y como se describe en la
bibliografia (Andrade et al., 1993), no se observan cuerpos de Cajal o son muy
pequefios; en fase G1 se distinguen claramente los cuerpos de Cajal y, en la fase S
del ciclo alcanzan su maximo tamafio. Sin embargo, una vez la célula entra en
mitosis, los CBs se desensamblan, perdiéndose la sefial. Es entonces cuando se
detecta la sefal de la coilina fosforilada en el residuo serina 184, la cual perdura hasta
que las células vuelven a entrar en fase G1. En este punto, la fosforilacion desaparece
y volvemos a observar a la coilina formando nuevos cuerpos de Cajal. Asi, podemos
concluir, como en el apartado anterior, que el residuo serina 184 de la coilina, el cual
es esencial para el ensamblaje de los CBs pero no para su mantenimiento, esta
fosforilado durante la mitosis y, una vez las células entran en la fase G1 del ciclo y
vuelven a formar cuerpos de Cajal, éste se defosforila por un mecanismo adn

desconocido.
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Figura 42: Coilina total y fosforilada en el residuo serina 184 durante el ciclo celular. A. Después
del tratamiento explicado en la figura 41, se procesaron cubreobjetos de cada punto para marcar
por inmunofluorescencia y poderlos observar en el microscopio confocal. Se detect6 la coilina
total con el anticuerpo monoclonal de Santa Cruz Pdelta, la coilina fosforilada con el anticuerpo
policlonal de Antibody Production Services Ltd, y VRK1 con el anticuerpo monoclonal 1B5 de
fabricacion propia o con el anticuerpo policlonal de Sigma. B. Después del mismo tratamiento, se
lisaron las células para obtener extractos nucleares. Se detect6 la coilina total con el anticuerpo
policlonal de Santa Cruz H-300, la coilina fosforilada con el anticuerpo policlonal de Antibody
Production Services Ltd, la VRK1 con el anticuerpo policlonal de fabricacion propia VC y como
control de carga se marco la histona H3, la cual se detecté con un anticuerpo policlonal de Cell
Signaling.

2. Degradacion de la coilina en el proteasoma

2.1. El silenciamiento de VRK1 reduce los niveles proteicos de coilina

Para estudiar el posible mecanismo por el cual VRK1 regula el desensamblaje de los
cuerpos de Cajal, lo primero que nos planteamos fue observar los niveles proteicos de
la coilina al silenciar la quinasa, y si éstos se afectaban. Con este fin, silenciamos
células HelLa con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con un siARN
control (si-Control). Se realizaron extractos nucleares y se detectaron la coilina y la

VRK1 enddgenas. Ademas, se marco la histona H3 como control de carga.

Pudimos observar cémo, a los tres dias de silenciamiento, se producia una bajada
significativa de los niveles de VRK1, mientras los niveles de coilina permanecian
estables. Sin embargo, al prolongar el silenciamiento 48 horas mas, momento en el
gue ya no se detecta a VRK1, se produce también una bajada drastica de los niveles

proteicos de coilina (Figura 43 A).
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Figura 43: El silenciamiento de VRK1 durante 5 dias produce una reduccion de los niveles
proteicos de coilina. A. Se silencié a VRK1 en la linea celular HeLa con un siARN especifico (si-
VRK1-02) y se lisaron las células a los 3y 5 dias post-transfeccion. Posteriormente, se realizé un
fraccionamiento nuclear para detectar a la coilina. Se analiz6 la expresion de las proteinas de
interés mediante electroforesis y Western blot. Se utilizé a la histona H3 como control de carga
nuclear. Se cuantificaron los niveles relativos de coilina y VRK1 para mejor visualizacion de los
resultados (gréafica abajo). B. Células MCF-7 fueron infectadas con los vectores lentivirales pLKO
(pLKO-shControl, pLKO-shVRK1-H1 y pLKO-shVRK1-H3). Después de 6 dias de infeccion, se
realizé un fraccionamiento nuclear para detectar a la coilina. Se utilizé a la histona H3 como
control de carga nuclear. Se cuantificaron los niveles relativos de coilina y VRK1 para mejor
visualizacién de los resultados (grafica abajo).

Para confirmar este resultado, quisimos silenciar a VRK1 por medio de una infeccion
lentiviral en la linea MCF-7. En este caso, se utilizé un vector lentiviral control y dos
vectores lentivirales con oligonucledtidos especificos para VRK1 (pLKO-shVRK1-H1 y
pLKO-shVRK1-H3), y se dejo la infeccion durante 6 dias, seleccionando a la poblacién
de células infectadas con puromicina. Pasado este tiempo, se realizé un
fraccionamiento nuclear donde analizamos mediante electroforesis y Western blot a la
coilina y a VRK1, utilizando como en el caso anterior a la histona H3 como control de

carga (Figura 43 B). Volvimos a obtener el mismo resultado que en el ensayo de
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silenciamiento por siARN: al silenciar a la quinasa humana VRK1 durante 6 dias, los

niveles proteicos de coilina disminuyen significativamente.

Finalmente, quisimos investigar este efecto en las lineas usadas anteriormente, HelLa
y MCF-7, aunque esta vez utilizando mas de un siARN para VRK1. En este caso,
ambas lineas fueron transfectadas con tres siARN especificos para VRK1: si-VRK1-
02, si-VRK1-03 y si-VRK1-09. Se dejo el silenciamiento durante 5 dias y se lisaron
con un tampon de lisis suave para detectar los niveles proteicos de coilina y VRK1
mediante electroforesis y Western blot (Figura 44). Observamos el mismo efecto que
en los dos casos anteriores, confirmando el resultado de que el silenciamiento de

VRK1 produce la disminucion de los niveles proteicos de coilina.
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Figura 44: El silenciamiento de VRK1 durante 5 dias produce una reduccién de los niveles
proteicos de coilina. Se realizé la lipofeccién con Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) a
células HeLa y MCF-7 para silenciar a VRK1. Se utilizaron tres siARN especificos diferentes (si-
VRK1-02, si-VRK1-03 y si-VRK1-09) y un si-Control. Pasados 5 dias, se lisaron las células y se
detectaron los niveles proteicos de coilina y VRK1 mediante electroforesis y Western blot. Se
cuantificaron los niveles relativos de coilina para una mejor visualizacién de los resultados
(gréfico derecha).

2.2. El silenciamiento de VRK1 no afecta a la expresién de la coilina

El efecto del silenciamiento de VRK1 sobre los niveles proteicos de coilina podia
deberse a dos motivos: el primero, que VRK1 estuviera afectando a la expresion del
gen de la coilina y, el segundo, que VRK1 afectara a la estabilidad de la proteina de

manera postraduccional.

Con el fin de estudiar la primera hipétesis, se realizaron ensayos de RT-PCR
cuantitativa (qQRT-PCR) para determinar los niveles de ARN mensajero (ARNm) de la
coilina. Para ello, se silenciaron células HeLa y MCF-7 con dos siARN especificos
para VRK1 (si-VRK1-02 y si-VRK1-03) o con un siARN sin diana especifica (si-
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Control). Pasadas 72 horas, se realiz6 la extraccion del ARN total. En ambas lineas
celulares, los oligonucledtidos de VRK1 disminuyeron los niveles de ARNm de la
quinasa de manera eficiente (Figura 45). Sin embargo, no se observaron variaciones
en los niveles de ARNm de coilina, los cuales permanecieron sin cambios respecto a
la condicion control (Figura 45). Concluimos, por lo tanto, que VRK1 no regula la

transcripcion del gen de la coilina.
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Figura 45: El silenciamiento de VRK1 no afecta a los niveles de ARNm de la coilina. Se realiz6
la lipofeccion con Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) en células HeLa y MCF-7 para
silenciar VRK1. Se utilizaron dos siARN especificos diferentes y un siARN control. Pasadas 72
horas, se realiz6 la extraccion del ARN total (RNeasy extraction kit, Qiagen) y se cuantificaron las
muestras. Posteriormente, se realizd la qRT-PCR (SyberGreen kit), y se normalizaron los valores
con respecto a los obtenidos para la GAPDH, utilizada como control.

Debido a que el efecto en los niveles proteicos de coilina se produce 5 dias después
del silenciamiento de VRK1 (Figura 43 A), quisimos investigar si el efecto en la
transcripcion se estuviera produciendo en este rango de tiempo, y ese fuera el motivo
por el que no lo observaramos en el ensayo anterior. Asi, se realizaron nuevamente
ensayos de gRT-PCR en las lineas celulares HeLa y MCF-7, pero esta vez dejando el
silenciamiento, ademas de 72 horas para comparar con el ensayo anterior, 5 dias,
momento en el que se produce la disminucion de los niveles proteicos de la coilina. Se
transfectaron células HeLa y MCF-7 con dos siARN especificos para VRK1 (si-VRK1-
02 y si-VRK1-03), con un siARN sin diana especifica (si-Control) y, en esta ocasion,
afiadimos un punto donde las células fueron mantenidas sin suero, como control de

parada de ciclo. Pasados 3 0 5 dias, se realiz6 la extraccion del ARN total.
Observamos que los dos oligonucleétidos frente a VRK1 disminuyen de manera eficaz

los niveles de ARNm de la quinasa a los 3 0 5 dias de silenciamiento. Sin embargo,

los niveles de ARNm de la coilina siguen permaneciendo constantes, tanto en los
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puntos silenciados como en el punto sin suero, correspondiente a células paradas,
donde la actividad de VRK1 esta reducida (Figura 46). De esta manera confirmamos

gue la quinasa humana VRK1 no regula la transcripcién del gen de la coilina.
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Figura 46: El silenciamiento de VRK1 no afecta a los niveles de ARNm de la coilina a los 5 dias
de silenciamiento o en células privadas de suero. Se realiz6 la lipofeccion con Lipofectamine
2000 Reagent (Invitrogen) en células HeLa y MCF-7 para silenciar a VRK1 o se retir6 el suero
del medio de cultivo. Se utilizaron dos siARN especificos diferentes y un siARN control. Pasados
3 o 5 dias, se realiz6 la extraccion del ARN total (RNeasy extraction kit), y se cuantificaron las
muestras. Posteriormente, se realizé la qRT-PCR (SyberGreen kit), y se normalizaron los valores
con respecto a los obtenidos para la GAPDH, utilizada como control.

Finalmente, para confirmar estos resultados, se transfectaron células HelLa con el
plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag, el cual expresa la coilina desde un promotor
diferente. En este caso, el silenciamiento de la VRK1 enddgena con el siARN
especifico (si-VRK1-02) produjo una disminucion de los niveles de proteina
transfectada (Figura 47), volviendo a concluir que la quinasa VRK1 no afecta a nivel

transcripcional a la coilina.
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Figura 47: El silenciamiento de VRK1 produce la reduccién de los niveles de coilina
transfectada. Se realiz6 la lipofeccion con Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) en células
HelLa con el fin de silenciar a VRK1. Se utilizé un siARN especifico o un siARN control. Pasadas
24 horas, se transfect6 el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag y, 48 horas después, se lisaron las
células para comprobar la expresién de las proteinas mediante electroforesis y Western blot. Se
utilizé a la actina como control de carga.

2.3. Los inhibidores del proteasoma revierten el efecto producido por el

silenciamiento de VRK1

Debido a que VRK1 no afectaba a la coilina a nivel transcripcional, cabia la posibilidad
de que tuviese un papel importante en su regulacion postraduccional. Quisimos
estudiar si, de alguna manera, la fosforilacion de la coilina por VRK1 estuviera
protegiéndola de su degradacion proteolitica. Para ello, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia donde silenciamos a VRK1 y afiadimos inhibidores del
proteasoma. Mas en detalle, se silenci6 a la quinasa humana VRK1 con dos siARN
especificos durante 72 horas, momento en el que vemos el efecto en el ensamblaje
de los cuerpos de Cajal, y posteriormente, afiadimos dos inhibidores del proteasoma:
el MG132 (un inhibidor reversible) a 35uM, y la lactacistina (un inhibidor irreversible) a
5uM. Por un lado, se procesaron los cubreobjetos redondos para inmunofluorescencia
donde se marcaron la coilina y la VRK1 enddgenas (Figura 48 A), y, por otro lado, se
lisaron las células para comprobar por Western blot el correcto silenciamiento de la
quinasa (Figura 48 B).

Los dos siARN silenciaron de forma eficaz a la quinasa tras 72 horas,
mantendiéndose constantes los niveles de coilina, detectados en la fraccién nuclear
con la histona H3 como control de carga. (Figura 48 B). Observamos en primer lugar
cémo de nuevo, al silenciar a la quinasa humana VRK1, se producia una pérdida de
los cuerpos de Cajal. Este efecto, sin embargo, era revertido al afiadir los inhibidores
del protesoma, tanto el MG132 como la lactacistina (Figura 48 A). En ambos casos, se
volvia a detectar el marcaje de la coilina igual que en las condiciones control,
concluyendo que los inhibidores del proteasoma eran capaces de prevenir el

desensamblaje de los cuerpos de Cajal provocado por el silenciamiento de VRK1.
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Figura 48: La desaparicion de los cuerpos de Cajal provocada por el silenciamiento de VRK1 o
por su inactividad en células paradas se recupera con los inhibidores del proteasoma. A. Células
MCF-7 fueron transfectadas con dos siARN especificos para VRK1 (si-VRK1-02 y si-VRK1-03) o
con un siARN control mediante lipofecciéon. Pasadas 72 horas, se afiadi6 el inhibidor del
proteasoma MG132 a 35uM durante 6 horas o la lactacistina a 5uM durante 10 horas. Se
procesaron las muestras para inmunofluorescencia, y se detectaron la coilina y la VRK1. B.
Western blot del lisado y de la fraccién nuclear para comprobar el silenciamiento de VRK1 y los
niveles de coilina enddgena. Se utilizaron como controles de carga la histona H3 (para la fraccion
nuclear) y la actina (para el lisado total). C. Células MCF-7 fueron privadas de suero en el medio
durante 96 horas, tiempo tras el cual se afiadi6 el inhibidor del proteasoma MG132 a 35uM
durante 6 horas o la lactacistina a 5uM durante 10h. Transcurrido este tiempo, se procesaron las
muestras para inmunofluorescencia, y se detectaron la coilina y la VRK1. D. Western blot del
lisado y la fraccién nuclear para comprobar la parada del ciclo celular y los niveles de coilina
endogena. Se utilizaron como controles de carga la histona H3 (para la fraccion nuclear) y la
actina (para el lisado total).
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Ademas, este efecto, lo obtuvimos al realizar el mismo ensayo pero en células
privadas de suero en el medio de cultivo, condicién en la que VRK1 pierde su
actividad. Para ello, se sembraron células MCF-7 a las que se eliminé el suero
durante 4 dias para, posteriormente, afiadir los inhibidores MG132 o lactacistina a
35uM y 5uM, respectivamente. Se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia donde
se marcaron la coilina y la VRK1 enddgenas. Volvimos a observar que la desaparicion
de los cuerpos de Cajal producida por la inactividad de VRK1 en células paradas, se
revertia con los inhibidores del proteasoma (Figura 48 C), confirmando de este modo
que estos inhibidores son capaces de revetir el desensamblaje de los cuerpos de
Cajal en condiciones de falta o inactividad de la quinasa humana VRK1. Para
comprobar que la parada de ciclo celular habia sido eficiente, se lisaron células para
analizar los extractos totales y nucleares mediante electroforesis y Western blot. En
los extractos nucleares, donde utilizamos a la histona H3 como control de carga,
observamos que los niveles de coilina totales se mantienen constantes; sin embargo,
los niveles de coilina fosforilada en el residuo serina 184 disminuyen en condiciones
de ausencia de suero (resultado observado anteriormente al caracterizar este residuo
durante el ciclo celular). En los lisados totales, observamos que en células paradas los
niveles de pRb y ciclina D1 disminuyen, manteniéndose constantes los niveles de Rb
total (Figura 48 D). Con estos marcadores de ciclo, podemos confirmar que a los 4

dias en ausencia de suero, la linea celular MCF-7 se encuentra en fase GO.

A modo de resumen, sabemos que a los tres dias de silenciamiento de la quinasa
humana VRK1 se produce una desoligomerizacion de la coilina que provoca el
desensamblaje de los cuerpos de Cajal (un efecto revertido afiadiendo inhibidores del
proteasoma) y que, pasadas 48 horas mas (5 dias de silenciamiento en total), los
niveles proteicos de coilina enddgena se reducen drasticamente. Si esta reduccién de
la coilina a los 5 dias de silenciamiento de VRK1 es debida a su degradacion en el
proteasoma, cabe esperar que a este tiempo de silenciamiento los inhibidores ya no

sean capaces de recuperar la formacion de los cuerpos de Cajal.

Para poder confirmar esta hipétesis, células MCF-7 fueron transfectadas con un
siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con un siARN sin diana especifica como
control. Se dejo el silenciamiento durante 5 dias y, pasado este tiempo, se afiadio el
inhibidor del proteasoma MG132 a 35uM. Efectivamente observamos que a los 5 dias
de silenciamiento de la quinasa, el inhibidor del proteasoma MG132 no es capaz de
revertir el efecto producido por el silenciamiento de VRK1, seguramente debido a que

la mayor parte de la coilina ya se encuentra degradada (Figura 49).
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Figura 49: La desaparicion de los cuerpos de Cajal provocada por el silenciamiento de VRK1 no
se recupera con el inhibidor del proteasoma MG132 a los 5 dias de silenciamiento. Células MCF-
7 fueron transfectadas con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con un siARN control
mediante lipofeccién. Se afiadi6 el inhibidor MG132 6 horas antes de recoger los puntos (a los 5
dias). Se procesaron las muestras para inmunofluorescencia. La coilina fue detectada con el
anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz y la VRK1 con el anticuerpo policlonal que
reconoce el extremo amino de Sigma.

El hecho de que los inhibidores del proteasoma reviertan el efecto producido por el
silenciamiento de VRKL1 nos llevd a pensar si lo que se vuelve a formar es un cuerpo
de Cajal funcional o simplemente un agregado de coilina sin otros componentes. Una
de las funciones méas estudiadas de los cuerpos de Cajal es la maduracion de
ribonucleoproteinas, mecanismo que se explico anteriormente en este trabajo y en el
cual es esencial la presencia de la proteina SMN. Es por este motivo que quisimos

estudiar la presencia de esta proteina en los nuevos CBs que se estaban formando.

Con la finalidad de esclarecer esta duda, se silenciaron células MCF-7 con un siARN
especifico para VRK1 (si-VRK1-02), con un siARN control o se dejaron sin suero
durante 4 dias para provocar la parada de ciclo celular. Pasado este tiempo, se
afiadid el inhibidor del proteasoma MG132 y se realizd6 un ensayo de
inmunofluorescencia en el que se detectd, por un lado, la coilina y la VRK1 (para tener
un control del ensayo) y, por otro lado, la coilina y el SMN. Observamos cémo al
silenciar a la quinasa VRK1 y afiadir el inhibidor del proteasoma MG132 se volvian a
detectar a los cuerpos de Cajal, los cuales también contenian SMN, concluyendo que
no son simples agregados de coilina, sino que contienen otros componentes

esenciales para realizar sus funciones, como la proteina SMN (Figura 50).
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Figura 50: Los inhibidores del proteasoma revierten el efecto del silenciamiento de VRK1
formandose nuevamente cuerpos de Cajal funcionales. Células MCF-7 fueron silenciadas con un
siARN especifico para VRK1, con un siARN control o fueron privadas de suero en el medio de
cultivo durante 4 dias. Pasado este tiempo, se afiadié el inhibidor del proteasoma MG132 a
35uM durante 6 horas y se procesaron los cubreobjetos para realizar una inmunofluorescencia.
Se detect6 la coilina con el anticuerpo monoclonal Pdelta (panel izquierda) o con el anticuerpo
policlonal H-300 (panel derecha), la VRK1 con el anticuerpo policlonal de Sigma que reconoce la
regién amino y el SMN con el anticuerpo monoclonal de BD Transduction Laboratories.
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2.4. La coilina se ubiquitina

El siguiente aspecto que decidimos estudiar fue el mecanismo de degradacién de la
coilina. Dado que ambos inhibidores del proteasoma (MG132 y lactacistina) son
capaces de recuperar el ensamblaje de los cuerpos de Cajal, es muy posible que la
coilina sea una proteina que se ubiquitine para su degradacion en el proteasoma.
Como primera aproximacion, analizamos las lisinas candidatas a ubiquitinarse
introduciendo la secuencia de la coilina en un programa de predicciéon (Radivojac et
al., 2010). Este programa generé una lista de las lisinas que posiblemente se
ubiquitinen, marcandolas segun su probabilidad en rojas (alta puntuacién), naranjas
(puntuacion media) o verdes (baja puntuacion) (Figura 51).
MAASETVRLRLQFDYPPPATPHCTAFWLLVDLNRCRVVTDLISLIRQRFGFSSGAFLGLYLEG
GLLPPAESARLVRDNDCLRVKLEERGVAENSVVISNGDINLSLRKAKKRAFQLEEGEETEPD
CKYSKKHWKSRENNNNNEKVLDLEPKAVTDQTVSKKNKRKNKATCGTVGDDNEEAKRKSP
KKKEKCEYKKKAKNPKSPKVQAVKDWANQRCSSPKGSARNSLVKAKRKGSVSVCSKESPS
SSSESESCDESISDGPSKVTLEARNSSEKLPTELSKEEPSTKNTTADKLAIKLGFSLTPSKGK
TSGTTSSSSDSSAESDDQCLMSSSTPECAAGFLKTVGLFAGRGRPGPGLSSQTAGAAGWR
RSGSNGGGQAPGASPSVSLPASLGRGWGREENLFSWKGAKGRGMRGRGRGRGHPVSCV
VNRSTDNQRQQQLNDVVKNSSTIQNPVETPKKDYSLLPLLAAAPQVGEKIAFKLLELTSSYS

PDVSDYKEGRILSHNPETQQVDIEILSSLPALREPGKFDLVYHNENGAEVVEYAVTQESKITV
FWKELIDPRLIIESPSNTSSTEPA

Figura 51: Secuencia aminoacidica de la coilina donde se destacan en rojo (alta puntuacion),
naranja (puntuacién media) y verde (baja puntuacion) las lisinas predichas por el programa como
posibles candidatas a ubiquitinarse.

Una vez supimos que existian miltiples lisinas en la secuencia de la coilina con alta
probabilidad de ubiquitinarse, realizamos ensayos de ubiquitinacién en la linea celular
MCF-7. Se transfectaron los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag, pSSK-HA-Ubiquitina
(para que la ubiquitina endégena no fuera limitante) y pCOC-Mdm2 (una ubiquitina
ligasa para favorecer la reaccion). Pasadas 48 horas de transfeccion, se afadi6 el
inhibidor del proteasoma MG132 a 20uM y se lisaron las células para realizar ensayos

de inmunoprecipitacion.

En el primer ensayo, inmunoprecipitamos a la coilina con un anticuerpo a-Myc y
detectamos a la ubiquitina con un anticuerpo que detecta al epitopo HA. Observamos
una banda de ubiquitinacion en el punto donde se transfectd coilina y ubiquitina, y al
afadir la ubiquitina ligasa Mdm2, esta banda se intensific6 y aparecié una nueva
banda mas arriba, sugiriendo una mono- y bi-ubiquitinacién de la coilina (Figura 52 A).
Realizamos, ademas, la inmunoprecipitacion reciproca. En esta ocasion,
inmunoprecipitamos a la ubiquitina con un anticuerpo a-HA, y detectamos a la coilina
en el inmunoprecipitado con el anticuerpo que reconoce al epitopo Myc. Volvimos a

observar a la coilina en el inmunoprecipitado y cémo, al afadir Mdm2, aparecia la
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doble banda de bi-ubiquitinacion (Figura 52 B). De esta forma concluimos que la

coilina es una proteina que se ubiquitina, al menos, con dos ubiquitinas.
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Figura 52: Ubiquitinacion de la coilina. Células MCF-7 fueron transfectadas con los plasmidos
pCMV6-Coilina-Myc-Flag, pCOC-Mdm2 y pSSK-HA-Ubiquitina. Pasadas 48 horas, se trataron
las células con MG132 (20uM) durante 20 horas y se comprobo la expresion de las proteinas
(paneles superiores). Se inmunoprecipitd a la coilina para detectar a la ubiquitina en el
inmunoprecipitado (A), o se inmunoprecipitd a la ubiquitina para detectar a la coilina en el
inmunoprecipitado (B). Se detallan los pesos moleculares en kDa en color rojo. Se cuantificaron
los niveles relativos de coilina ubiquitinada, expresados en nimeros bajo la figura.

Quisimos, ademas, tener una imagen de la coilina y la ubiquitina en las células
tratadas con inhibidores del proteasoma. Para ello, crecimos en cubreobjetos células
Hela, las cuales se transfectaron (a excepcién de un punto control) con el plasmido
pcDNA3-6xHis-Ubiquitina. Pasadas 48 horas, se afiadieron los inhibidores del
proteasoma MG132 (35uM, 6 horas) o lactacistina (5uM, 10 horas), y se realizd un
ensayo de inmunofluorescencia. Se detectd la coilina con el anticuerpo policlonal H-
300 de Santa Cruz y la ubiquitina con el anticuerpo monoclonal a-Histidina H-3 de
Santa Cruz. Observamos que, en las células sin tratar, la ubiquitina tenia una
localizacién principalmente citosélica y los cuerpos de Cajal se detectaban como
puntos verdes muy brillantes bajo un fondo nuclear muy tenue. Al afiadir MG132 o
lactacistina, la ubiquitina adquiria mayor intensidad de marcaje y se desplazaba al
nucleo donde colocalizaba con los cuerpos de Cajal, los cuales se observaron, igual
que en las condiciones control, en ndcleo, aunque vimos mas claramente la poblacion

de la coilina nucleoplasmatica (Figura 53).
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Figura 53: Colocalizacién de coilina endégena y ubiquitina-His. Células HelLa fueron
transfectadas con el plasmido pcDNA3-6xHis-Ubiquitina. Pasadas 48 horas, las células fueron
tratadas con MG132 35puM durante 6 horas o con lactacistina 5uM durante 10 horas.
Posteriormente, los cubreobjetos fueron procesados y analizados por microscopia confocal. Se
detectd la coilina con el anticuerpo policlonal H-300 de Santa Cruz y la ubiquitina con el
anticuerpo monoclonal a-Histidina H-3 de Santa Cruz.

2.5. Mdm2 es una ubiquitina ligasa de la coilina e interaccionan

Existen en la célula mas de 600 E3 ubiquitina ligasas, encargadas del Gltimo paso en
el proceso de ubiquitinacion y que, ademas, confieren especificidad a la reaccion
(Komander, 2009). Nos planteamos estudiar qué posible ubiquitina ligasa estaba
regulando la ubiquitinacién de la coilina. Seleccionamos a las ubiquitina ligasas Mdm?2
y RNF8 por su participacion en procesos que son regulados por la quinasa VRK1,
como la degradacion del factor de transcripcion p53 (Lopez-Borges and Lazo, 2000) o
la respuesta a dafio en el ADN (Salzano et al., 2015; Salzano et al., 2014; Sanz-
Garcia et al., 2012), respectivamente. Con este fin, se transfectaron células Hela y
MCF-7 con el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag y con una de las ubiquitina ligasas, a
través de los plasmidos pCOC-Mdm2 o pcDNA3.1.HA-RNF8. Observamos que la
ubiquitina ligasa Mdm2, pero no RNF8, era capaz de inducir la degradacion de la
coilina en ambas lineas celulares, sin afectar a los niveles proteicos de VRK1
enddgena (Figura 54 A). Ademas, para confirmar que no afectara a otras proteinas

transfectadas, repetimos el ensayo en la linea celular HelLa, en la cual transfectamos
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los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag, pCEFL-HA-VRK1 y pCOC-Mdm2. En el punto
donde sobreexpresamos Mdm2, se produce de nuevo la degradacién de la coilina,
pero siguen sin afectarse los niveles de VRK1, esta vez transfectada (Figura 54 B).
Asi, concluimos que la ubiquitina ligasa Mdm2, pero no RNF8, es capaz de inducir la

degradacion de la coilina.
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Figura 54: Mdm2, y no RNF8, induce la degradacion de la coilina. A. Células HeLa y MCF-7 se
transfectaron con el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag y con los plasmidos pCOC-Mdm2 o
pcDNAS3.1.HA-RNF8. Pasadas 48 horas, se lisaron las células y se analiz6 la expresion de las
proteinas de interés mediante electroforesis y Western blot. Se detecté la coilina con un
anticuerpo policlonal que reconoce al epitopo Myc, la VRK1 con el anticuerpo policlonal VC, y se
marco la actina como control de carga. B. Células HelLa fueron transfectadas con los plasmidos
pCEFL-HA-VRK1, pCMV6-Coilina-Myc-Flag y con el plasmido pCOC-Mdm2. Pasadas 48 horas,
se lisaron las células y se analiz6 la expresion de las proteinas de interés mediante electroforesis
y Western blot. Se detecto la coilina con un anticuerpo policlonal que reconoce al epitopo Myc, la
VRK1 con el anticuerpo policlonal para el epitopo HA, y se marcé la actina como control de
carga.

Para confirmar estos resultados, lo siguiente que analizamos fue si la coilina formaba
algin complejo con estas ubiquitina ligasas. Para ello, se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion en la linea HEK-293T. Para estudiar la posible interacciéon entre
coilina y Mdm2, se transfectaron las células con el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag
y se realizé la inmunoprecipitacion tanto de la coilina (con un anticuerpo a-Myc) como
de Mdm2 enddgeno. En ambos casos, pudimos observar un complejo entre coilina y
Mdm2 (Figura 55 A). Para la interaccion entre coilina y RNF8, se transfectaron las
células con los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag y pcDNA3.1.HA-RNF8. Se
inmunoprecipité a la coilina con el anticuerpo a-Myc 0 a RNF8 con el anticuerpo a-HA.
En ninguna de las inmunoprecipitaciones pudimos observar ninguln tipo de interaccién
(Figura 55 B). De esta forma, podemos confirmar que la coilina interacciona con la

ubiquitina ligasa Mdm2, pero no con RNF8.
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Figura 55: La coilina interacciona con la ubiquitina ligasa Mdm2, pero no con RNF8. A. Coilina-
Myc interacciona con Mdm2 endégeno. Células HEK-293T fueron transfectadas con el plasmido
pCMV6-Coilina-Myc-Flag. Pasadas 48 horas, se lisaron las células y se comprobd la expresion
de las proteinas (lisado). Se realiz6 la inmunoprecipitacién de la coilina con un anticuerpo a-Myc
monoclonal o de Mdm2 con un anticuerpo policlonal que reconoce a la proteina endégena. Se
detect6 en el inmunoprecipitado la coilina con un anticuerpo a-Myc o Mdm2 con un anticuerpo
policlonal. B. Coilina-Myc no interacciona con HA-RNF8. Células HEK-293T fueron transfectadas
con los plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag y pcDNA3.1.HA-RNF8. Pasadas 48 horas, se lisaron
las células y se comprob6 la expresion de las proteinas (lisado). Se realiz6 la
inmunoprecipitacion de la coilina con un anticuerpo a-Myc policlonal o de RNF8 con un
anticuerpo a-HA policlonal. Se detect6 en el inmunoprecipitado la coilina con un anticuerpo a-
Myc o RNF8 con un anticuerpo a-HA.

Ademas de observar la interaccidon entre coilina y Mdm2 mediante ensayos de
inmunoprecipitacién, marcamos ambas proteinas para su visualizacion por
inmunofluorescencia y microscopia confocal. Se crecieron en cubreobjetos redondos
células HeLa y MCF-7 y se procesaron para su marcaje por inmunofluorescencia. Se
detecto la coilina con el anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz y Mdm2 con el
anticuerpo policlonal PA5-27237 de Pierce Antibodies. En ambas lineas celulares se
pudieron observar los cuerpos de Cajal como puntos rojos brillantes discretos y a
Mdm2, marcado en verde, disperso y de aspecto granular por citoplasma y nucleo. En
algunos casos, se veia colocalizacion en los cuerpos de Cajal entre ambas proteinas
(Figura 56). Para una mejor visualizacién, se realiz6 la cuantificacion de la
fluorescencia en una célula en detalle, donde se ven los picos que emite cada
proteina y como, en algunos casos, esos picos se encuentran solapados, confimando

la colocalizacién de coilina y Mdm2 enddgenas (Figura 56, graficas abajo).
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Figura 56: Colocalizaciéon entre coilina y Mdm2 enddgenas. Células HeLa y MCF-7 fueron
crecidas en cubreobjetos redondos y procesadas para su marcaje por inmunofluorescencia. Se
detecté la coilina con el anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz y Mdm2 con el anticuerpo
policlonal PA5-27237 de Pierce Antibodies.

2.6. El silenciamiento de VRK1 no afecta a la interacciéon entre la coilina

y la ubiquitina ligasa Mdm2

Una vez confirmada la interaccidn y colocalizacién entre la coilina y la ubiquitina ligasa
Mdm2, quisimos comprobar si formaban, junto con VRK1, un complejo y, en ese caso,
si el silenciamiento de VRK1 tenia alguna consecuencia. Para ello, en primer lugar,
transfectamos células HEK-293T con los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag y
pCOC-Mdm2. Pasadas 48 horas, se afadid el inhibidor del proteasoma MG132, con
la finalidad de favorecer la formacion del posible complejo. Se inmunoprecipité a la
coilina con el anticuerpo a-Myc y se detectd tanto a Mdm2 como a VRK1 en el
inmunoprecipitado, afirmando la existencia de un complejo entre ellas (Figura 57 A).
Lo que quisimos saber entonces era si, al silenciar a la quinasa VRK1, se producia
algun efecto en la interaccién entre la coilina y Mdm2. Con este fin, se silenciaron
células MCF-7 y HEK-293T con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) v,
pasadas 24 horas, se transfectd el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag. Se dejaron 48
horas méas y se lisaron para comprobar la expresion de las proteinas y el correcto
silenciamiento de VRK1. Se realiz6 la inmunoprecipitacion de la coilina con un
anticuerpo que reconoce al epitopo Flag y se detecté a Mdm2 enddgeno en el

precipitado. La interaccion entre coilina y Mdm2 se mantenia estable, incluso en el
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punto donde se habia silenciado a VRK1 (Figura 57 B), concluyendo asi que el
silenciamiento de la quinasa no afecta a la interaccion entre la coilina y su ubiquitina
ligasa Mdm?2.
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Figura 57: El silenciamiento de VRK1 no afecta a la interaccién entre la coilina y Mdm2. A.
Interaccién entre coilina, Mdm2 y VRK1. Se transfectaron células HEK-293T con los pladsmidos
pCMV6-Coilina-Myc-Flag y pCOC-Mdm2. Se afiadi6 el inhibidor del proteasoma MG132 a 35uM
durante 6 horas. Se inmunoprecipité la coilina con un anticuerpo policlonal a-Myc y se detect6 en
el inmunoprecipitado a Mdm2 con el anticuerpo monoclonal de Santa Cruz SMP14 y la VRK1
con el anticuerpo monoclonal 1B5. B. Células MCF-7 y HEK-293T se silenciaron con un siARN
especifico para VRK1 (si-VRK1-02). Pasadas 24 horas, se transfectd el plasmido pCMV6-
Coilina-Myc-Flag y se dejaron las células 48 horas méas. Se inmunoprecipité a la coilina con un
anticuerpo monoclonal a-Flag y se detect6 a Mdm2 en el inmunoprecipitado con el anticuerpo
policlonal PA5-27237 de Pierce Antibodies.

2.7. La coilina se ubiquitina a través de cadenas de lisina 48

Como se explicé mas en detalle en la introduccién de este trabajo, la ubiquitinacién de
una proteina puede tener diferentes destinos, que varian segun las diferentes
cadenas de ubiquitinas que se formen, a través de residuos de lisina (K). Por ejemplo,
cadenas formadas por lisina 48 marcan a las proteinas ubiquitinadas para ser
degradadas en el proteasoma, mientras que cadenas de ubiquitinas unidas por lisina
63 usualmente sefializan a proteinas para un cambio de localizacion subcelular o para
reclutar a mas proteinas (Pickart and Eddins, 2004). Por lo tanto, nos planteamos

investigar el tipo de cadena que se estaba formando en la ubiquitinacién de la coilina.
Para ello se transfectaron células MCF-7 con el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag

mas uno de los 4 plasmidos que contienen mutaciones en la ubiquitina: pcDNA3-
6xHis-Ubiquitina, pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K48R (tiene mutada la lisina 48 por
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arginina), pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K63R (tiene mutada la lisina 63 por arginina),
pCMV-His-Ubiquitina-K48 (tiene todas las lisinas mutadas excepto la lisina 48) y
pCMV-His-Ubiquitina-K63 (tiene todas las lisinas mutadas excepto la lisina 63). Se
inmunoprecipité a la coilina con el anticuerpo que reconoce al epitopo Myc y se
detect6 a la ubiquitina en el inmunoprecipitado. Vimos ubiquitinacién de la coilina en
los puntos con ubiquitina silvestre, con la ubiquitina que solo tenia mutada la lisina 63
y con la ubiquitina donde solo funcionaba la lisina 48, concluyendo asi que la coilina
se ubiquitina a través de la formacién de cadenas de ubiquitinas unidas por la lisina 48
y no por la lisina 63. Ademés, en los puntos donde la ubiquitina tenia mutada la lisina
48 o solo era funcional la lisina 63, se perdia la sefial de ubiquitinacion (Figura 58).
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Figura 58: La coilina se ubiquitina a través de cadenas de lisina 48. Células MCF-7 fueron
transfectadas con el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag y uno de los plasmidos que contienen
mutaciones en la ubiquitina: pcDNA3-6xHis-Ubiquitina, pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K48R (tiene
mutada la lisina 48 por arginina), pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K63R (tiene mutada la lisina 63 por
arginina), pCMV-His-Ubiquitina-K48 (tiene todas las lisinas mutadas excepto la lisina 48) y
pCMV-His-Ubiquitina-K63 (tiene todas las lisinas mutadas excepto la lisina 63). Pasadas 48
horas, se lisaron las células para comprobar la expresion de las proteinas (panel superior) y se
inmunoprecipité a la coilina con un anticuerpo que reconoce al epitopo Myc (panel inferior). Se
detectd a la ubiquitina en el inmunoprecipitado. Se cuantificé la cantidad relativa de ubiquitina
unida a coilina para cada condicion (gréfico a la derecha).

Con el fin de confirmar el resultado anterior, se realizé el ensayo reciproco, para el
cual se transfectaron células MCF-7 con los mismos plasmidos que en el ensayo
anterior. En esta ocasion, se realizé un Pull-Down con la resina Talon, a la cual tienen
alta afinidad las cadenas de histidinas, y se detectd a la coilina con un anticuerpo o-
Myc. Volvimos a observar ubiquitinacién de la coilina, ademéas de en el punto
correspondiente a la ubiquitina silvestre, en los puntos con la ubiquitina mutada
solamente en la lisina 63 o0 con la ubiquitina donde sélo permanece funcional la lisina
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48 (Figura 59), confirmando que la coilina se ubiquitina a través de cadenas de lisina
48, para su degradacion en el proteasoma.
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Figura 59: Ubiquitinacién de la coilina a través de cadenas de lisina 48. Células MCF-7 fueron
transfectadas con el plasmido pCMV6-Coilina-Myc-Flag y uno de los plasmidos que contienen
mutaciones en la ubiquitina: pcDNA3-6xHis-Ubiquitina, pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K48R (tiene
mutada la lisina 48 por arginina), pcDNA3-6xHis-Ubiquitina-K63R (tiene mutada la lisina 63 por
arginina), pCMV-His-Ubiquitina-K48 (tiene todas las lisinas mutadas excepto la lisina 48) y
pCMV-His-Ubiquitina-K63 (tiene todas las lisinas mutadas excepto la lisina 63). Pasadas 48
horas, se lisaron las células para comprobar la expresion de las proteinas (paneles superiores),
se realiz6 un Pull-Down de histidinas con la resina Talon y se detecté a la coilina con el
anticuerpo que reconoce al epitopo Myc (paneles inferiores).

2.8. El mutante de coilina Ser184Ala es mas sensible a la degradacion

inducida por Mdm2 y tiene una mayor ubiquitinacion

A modo de resumen, la coilina se ubiquitina, al menos bi-ubiquitina, a través de
cadenas de lisina 48 para su degradacion en el proteasoma. En esta ubiquitinacion
interviene la ubiquitina ligasa Mdm2, la cual interacciona con la coilina y es capaz de
inducir su degradacién. Sabiendo que el silenciamiento de VRK1 produce la
degradacion de la coilina a los 5 dias de silenciamiento y que este efecto se revierte al
afiadir los inhibidores del proteasoma, quisimos investigar si el residuo de fosforilacion
serina 184 de la coilina tenia algin papel en todo este proceso. Si este residuo no
podia fosforilarse o estaba permanentemente fosforilado, ¢,se producia algin cambio
en la ubiquitinacion de la coilina? Para responder a esta pregunta, se realizaron dos
ensayos: en primer lugar, células MCF-7 se transfectaron con los plasmidos pCMV6-
Caoilina-Myc-Flag, tanto la proteina silvestre como sus dos mutantes Serl84Ala (un
mutante no fosforilable) y Ser184Glu (un mutante fosfomimético). A estas células

también se les transfectaron dosis crecientes del plasmido pCOC-Mdmz2, con el fin de
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determinar la sensibilidad de la proteina y de los diferentes mutantes a la degradacion
inducida por la ubiquitina ligasa. En todos los puntos se transfectd el plasmido
pcDNA3-6xHis-Ubiquitina, para que la ubiquitiha enddégena no fuera limitante.
Pasadas 48 horas de transfeccion, el punto con mayor dosis de Mdm2 se trat6 con el
inhibidor del proteasoma MG132 con el fin de revertir la degradacion producida por la
ubiquitina ligasa. Se lisaron las células y se analizé la expresion de las proteinas
mediante electroforesis y Western blot. Observamos que en el caso de la coilina
silvestre, las dosis de Mdm2 van degradando la proteina de forma gradual hasta no
tener casi niveles proteicos en la dosis més alta, efecto que se revierte por completo
al afiadir MG132. En el caso del mutante no fosforilable S184A, se observo que la
dosis més baja de Mdm2 ya era capaz de degradar a la proteina, que se mantenia
casi indetectable en los diferentes puntos, a excepcion del punto donde se afiadid
MG132, el cual volvia a recuperar los niveles de coilina. Finalmente, observamos que
el mutante fosfomimético S184E era mucho mas resistente a las dosis crecientes de

la ubiquitina ligasa, no observandose degradacion ni en la dosis mas alta (Figura 60).
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Figura 60: Sensibilidad de los mutantes de la coilina a la degradacion por Mdm2. Células MCF-7
fueron transfectadas con los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag (silvestre, S184A o S184E),
pcDNAS3-6xHis-Ubiquitina (para que la ubiquitina intracelular no resultara limitante) y dosis
crecientes de pCOC-Mdm2. El dltimo punto fue tratado con MG132 35uM durante 6 horas.
Pasadas 48 horas, se lisaron las células y se procesaron las muestras para analizarlas mediante

Western blot. Se cuantificaron los niveles relativos de coilina en cada caso. * (P<0.05) **
(P<0.005) *** (P<0.0005).
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El segundo experimento que se realiz6 fue un ensayo de ubiquitinacién como los que
se hicieron para averiguar si la coilina se ubiquitinaba, pero en esta ocasién se
afadieron los dos mutantes S184A y S184E. Asi, células MCF-7 se transfectaron con
los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag, tanto la proteina silvestre como sus dos
mutantes Serl84Ala y Serl84Glu, el plasmido de ubiquitina pSSK-HA-Ubiquitina y,
por ultimo, el plasmido que contiene la ubiquitina ligasa pCOC-Mdm2. Después de 48
horas, se afadié el inhibidor del proteasoma MG132 a 20uM durante 20 horas.
Pasado este tiempo, se inmunoprecipito a la coilina con el anticuerpo que reconoce al

epitopo Myc y se detectd a la ubiquitina en el inmunoprecipitado.

Como en ensayos anteriores, vimos la mono-ubiquitinacién de la coilina silvestre y la
bi-ubiquitinacién al afiadir a Mdmz2. Esta bi-ubiquitinacion aumentaba en el caso del
mutante S184A no fosforilable, el cual anteriormente habiamos visto que también era
el mas sensible a Mdm2. Sin embargo, en el caso del mutante fosfomimético S184E,
se perdia la sefial de ubiquitinacién hasta niveles control en los cuales no se afiade a
Mdm?2 (Figura 61).
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Figura 61: Ubiquitinacion de los mutantes de coilina. Células MCF-7 fueron transfectadas con
los plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag (silvestre, S184A y S184E), pSSK-HA-Ubiquitina y
pCOC-Mdm2. Pasadas 48 horas, se comprobd la expresiéon de las proteinas y se realiz6 la
inmunoprecipitacion de la coilina con un anticuerpo policlonal a-Myc. Se detect6 la ubiquitina en
el inmunoprecipitado con un anticuerpo monoclonal a-HA, y se cuantificaron los niveles relativos
en cada condicion (grafica derecha).
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2.9. La inhibicién del exporte nuclear impide la degradacién de la coilina

en el proteasoma citosélico

El proteasoma es un complejo enzimatico de degradacion de proteinas que se
encuentra tanto en ndcleo como en citosol (Adams, 2003). Nuestra siguiente pregunta
fue saber dénde se producia la degradacion de la coilina ubiquitinada, si se realizaba
todo el proceso dentro del nicleo o si bien en algin punto salia al citosol para llevarse

a cabo su degradacién.

La coilina es una proteina que se ha descrito como exclusivamente nuclear, ya sea
libre en el nucleoplasma o formando los cuerpos de Cajal, de tal forma que sélo la
podemos ver en el citoplasma en condiciones mitéticas cuando no existe envoltura
nuclear. Solamente en oocitos de Xenopus se detectdé un trafico de coilina entre
ndcleo y citosol, a través de ensayos donde se inyectaba un anticuerpo monoclonal
anti-coilina en el citoplasma y, al cabo de un tiempo, se localizaba dentro del ndcleo,
en los cuerpos de Cajal. Ademas, este proceso no se inhibia al afiadir cicloheximida,
de tal forma que no se requeria nueva sintesis de coilina para este importe (Bellini and
Gall, 1999). Sin embargo, en estudios similares con células humanas Hela, aunque al
inyectar el anticuerpo en el citoplasma, al cabo de una hora, se observaba coilina en
los cuerpos de Cajal, este proceso no sucedia al afiadir emetina (un inhibidor de la
sintesis proteica), de tal forma que el anticuerpo solo importaba coilina sintetizada de
nuevo, no existiendo ese trafico como pasaba en los oocitos de Xenopus (Almeida et
al., 1998; Bellini and Gall, 1999).

Con todos estos datos quisimos, en un primer momento, estudiar si en la secuencia
de la coilina existia algun tipo de sefial de exporte nuclear que permitiese una
degradacion citosolica, ya que actualmente no hay descrita ninguna en su secuencia.
Para ello, se utiliz6 un programa de prediccién de sefiales de exporte nuclear ricas en
leucinas llamado NetNES 1.1 Server (la Cour et al., 2004). Introducimos la secuencia
proteica de la coilina y observamos la existencia de una posible sefial de exporte
nuclear (NES) entre los aminoacidos 296-302: IKLGFSL (Figura 62). Este dato sugiere
gue la coilina, aunque sea solamente para su degradacion en el proteasoma, y de

forma muy rapida, es capaz de salir al citoplasma.
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Figura 62: Existe una posible sefial de exporte nuclear en la secuencia de la coilina. Grafico
donde se muestra la sefial de exporte nuclear (NES) predicha en la secuencia proteica de la
coilina, utilizando el programa NetNES 1.1 Server. En rojo se detallan los aminoacidos que
forman la NES y en negro la secuencia detallada de aminoé&cidos.

Una vez supimos que existia la posibilidad de que la coilina fuera exportada al citosol
en alguna condicién, estudiamos el efecto en los cuerpos de Cajal al inhibir este
exporte con leptomicina B. Asi, se realizo la deplecion en células MCF-7 (Figura 63 A)
y HelLa (Figura 63 B) con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con un
siARN control. Pasadas 48 horas, se afiadid el inhibidor del exporte nuclear
leptomicina B a 0,2nM durante 24 horas. Pasado este tiempo, se procesaron los
cubreobjetos para su marcaje por inmunofluorescencia. Se detect6 la coilina con el
anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz y la VRK1 con el anticuerpo policlonal

gue reconoce la region amino de Sigma.

En ambas lineas celulares, observamos nuevamente que al silenciar la quinasa
VRK1, el marcaje de la coilina y, por ende, el de los cuerpos de Cajal, desaparece
casi por completo. Sin embargo, en el punto donde se silenci6 a VRK1 vy,
posteriormente, se afiadié a las células el inhibidor del exporte nuclear leptomicina B,
se volvio a detectar un marcaje de fluorescencia roja, no como puntos brillantes
discretos, sino como un fondo nuclear algo granulado en ocasiones, sugiriendo una
acumulacién de la coilina que no logra formar nuevos cuerpos de Cajal, pero que se
gueda en el nucleo (Figura 63). Con este resultado, concluimos que la coilina si sale

del ndcleo en algin momento, y que esta salida es inhibida por la leptomicina B.
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Figura 63: La desaparicion de los cuerpos de Cajal provocada por el silenciamiento de VRK1 es
recuperada con el inhibidor del exporte nuclear leptomicina B. Células MCF7 (A) y HelLa (B)
fueron transfectadas con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con un siARN control
mediante lipofeccion. Se afadio la leptomicina B a 0,2nM 24 horas antes de recoger los puntos,
tras 72 horas de transfeccion. Se procesaron las muestras para inmunofluorescencia. La coilina
fue detectada con el anticuerpo monoclonal Pdelta de Santa Cruz y la VRK1 con el anticuerpo
policlonal que reconoce el extremo amino de Sigma.
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Nuestra siguiente pregunta fue saber si esta coilina que al inhibir el exporte se
acumulaba en el nicleo, estaba ubiquitinada o no. Con este fin se realizé un ensayo
de inmunoprecipitacion en la linea celular MCF-7. Se transfectaron las células con los
plasmidos pCMV6-Coilina-Myc-Flag, pSSK-HA-Ubiquitina y pCOC-Mdm2. Se traté
con leptomicina B a 0,2nM durante 24 horas y, pasado este tiempo, se lisaron las
células. Se realiz6 un fraccionamiento citosol-nlcleo y se comprobo6 la expresiéon de
las proteinas de interés. Se detectd la glicil-tRNA-sintetasa (GARS) y la histona H3
como controles de citosol y nucleo, respectivamente. De cada fraccion, se
inmunoprecipitdé a la coilina con un anticuerpo que reconoce al epitopo Myc y se
detect6 la ubiquitina y la VRK1 en el inmunoprecipitado. Volvimos a ver una mayor
sefial de ubiquitina unida a coilina en el punto donde se afiadié a la ubiquitina ligasa
Mdm2, y Unicamente se detectd en la fraccion nuclear (Figura 64). Este resultado nos
permite confirmar que la proteina coilina se ubiquitina dentro del ndcleo, previamente

a su exporte al citosol para su degradacion.

Leptomicina B 0,2nM

Mdm2 - + - + Figura 64: La coilina se ubiquitina en el nicleo

Coilina—My antes de su exporte al citosol. Células MCF-7

fueron transfectadas con los plasmidos pCMV6-

VST r——— Coilina-Myc-Flag, pSSK-HA-Ubiquitina y pCOC-
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GARS leptomicina B a 0,2nM y se dejé 24 horas mas. Se
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Finalmente, para terminar de analizar el exporte de la coilina hacia el citosol, se
realizaron extractos nucleares en diferentes condiciones y tratamientos. Células HelLa
fueron silenciadas con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) durante tres o
cinco dias, o fueron privadas de suero. Se trataron las células con el inhibidor del
proteasoma MG132 o con el inhibidor del exporte leptomicina B. Posteriormente, se
lisaron las células y se analizaron los extractos nucleares mediante electroforesis y
Western blot. Se detect6 la histona H3 como control de carga nuclear y se confirmé el
correcto silenciamiento de la quinasa VRK1 en los puntos con el siARN. Observamos

cémo, igual que en ensayos anteriores, los niveles de coilina permanecen estables a
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los tres dias de silenciamiento. Estos niveles, sin embargo, se reducen casi
completamente a los cinco dias de silenciamiento de VRK1. El inhibidor del
proteasoma, al igual que pasaba en la inmunofluorescencia, no revierte el efecto del
silenciamiento pasados 5 dias. No obstante, al inhibir el exporte nuclear, volvemos a
tener niveles proteicos de coilina de nuevo, confirmando asi la salida al citosol de la
proteina. Este efecto, ademas, se observo en las células privadas de suero durante
cinco dias, en las que vimos que al eliminar el suero durante este tiempo, se perdian
los niveles de coilina y se recuperaban al inhibir el exporte nuclear, no teniendo de

nuevo ningun efecto el inhibidor del proteasoma MG132 (Figura 65).
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Figura 65: El inhibidor del exporte nuclear, leptomicina B, recupera los niveles de coilina en el
nucleo después del silenciamiento de la quinasa VRK1. Células HelLa fueron transfectadas con
un siARN especifico para VRK1, con un siARN control, o fueron privadas de suero durante 30 5
dias. Se trataron con el inhibidor del proteasoma MG132 a 20uM durante 20 horas o con
leptomicina B a 0,2nM durante 24 horas y, pasado este tiempo, se realiz6 la lisis para obtener los
extractos nucleares. Se detect6 la coilina con el anticuerpo policlonal H-300 de Santa Cruz, la
VRK1 con el anticuerpo policlonal VC de fabricacion propia, y se detect6 la histona H3 como
control de carga con el anticuerpo policlonal de Cell Signaling (#9715).
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3. Efecto del silenciamiento de la quinasa humana VRK1 en la
proteina causante de la atrofia muscular espinal SMN (Survival

Motor Neuron)

3.1. La quinasa humana VRK1 interacciona con SMN

Como se explicé anteriormente en este trabajo, uno de los componentes mas
importantes en los cuerpos de Cajal es la proteina de supervivencia de las
motoneuronas, SMN. Su funcibn mé&s estudiada es la biogénesis de
ribonucleoproteinas, esenciales en el proceso de splicing. Ademas, la mutacion del
gen SMN1 causa la atrofia muscular espinal, primera causa genética de muerte
infantil. Esta proteina se localiza en citosol y, dentro del nucleo, se acumula en los
cuerpos de Cajal. Debido a que el silenciamiento de VRK1 produce la pérdida de
estos compartimentos nucleares, decidimos analizar mas a fondo un posible efecto

secundario sobre esta proteina como consecuencia del silenciamiento de la quinasa.

Como primer acercamiento, estudiamos si la proteina SMN estaba interaccionando
con la quinasa VRK1. Para responder a esta cuestién, realizamos una
inmunoprecipitacién con las proteinas sobreexpresadas. Asi, células HEK-293T
fueron transfectadas con los plasmidos pCEFL-HA-VRK1 y pCMV6-SMN-Myc-Flag.
Se inmunoprecipit6 a SMN con un anticuerpo que reconoce al epitopo Myc, y se
detect6 a la VRK1 en el precipitado con un anticuerpo a-HA (Figura 66 A).
Observamos que existia interaccion entre ambas proteinas. Ademas, se detecto
también a la coilina enddgena en el precipitado, sugiriendo que las tres proteinas
podrian estar formando un complejo o bien que la coilina estaria haciendo de puente
de interaccién entre SMN y VRK1.

Para confirmar el resultado anterior, realizamos nuevamente una inmunoprecipitacion,
pero esta vez con todas las proteinas endégenas. En esta ocasion, se lisaron células
HEK-293T y se inmunoprecipité a SMN. Observamos tanto a VRK1 como a la coilina
en el precipitado, ratificAndose la interaccion entre ellas (Figura 66 B).
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Figura 66: VRK1 interacciona con SMN. A. HA-VRK1 interacciona con SMN-Myc. Células HEK-
293T fueron transfectadas con los plasmidos pCEFL-HA-VRK1 y pCMV6-SMN-Myc. La
expresién de las proteinas fue comprobada en el lisado celular preparado 48 horas después de
la transfeccién. Se inmunoprecipité a SMN con un anticuerpo monoclonal a-Myc y se detecté a
VRK1 y coilina en el precipitado. Se utiliz6 el anticuerpo policlonal H-300 de Santa Cruz para
detectar a la coilina, y el anticuerpo policlonal a-HA para detectar a VRK1. B. Interaccion entre
las proteinas endégenas VRK1 y SMN. Células HEK-293T fueron lisadas y una parte del lisado
fue utilizado como control de expresion de proteinas. Se inmunoprecipit6 a SMN con un
anticuerpo monoclonal que reconoce a la proteina endégena y se detect6é a VRK1 y coilina en el
precipitado. Se utilizé el anticuerpo policlonal H-300 de Santa Cruz para la coilina y el anticuerpo
VE policlonal para VRK1.

El siguiente aspecto que determinamos fue si existia una interaccion directa entre
VRK1 y SMN o si, por el contrario, era la coilina la que estaba haciendo de puente en
este complejo. Para resolver esta duda, hicimos un fraccionamiento citosol-nucleo en
células Hela, a las cuales se les habia realizado una lipofeccion para silenciar a la
coilina y poder ver si, en ausencia de ésta, seguia existiendo interaccidon entre SMN y

VRK1.

Asi, células HelLa fueron transfectadas con un siARN especifico para la coilina (si-
Coilina) o con un siARN control. Pasadas 72 horas, tiempo en el cual se observa un
silenciamiento eficiente de la proteina, se realizdé un fraccionamiento citosol-nicleo y
se comprobd la expresion de las proteinas mediante electroforesis y Western blot. Se
detect6 a la glicil-tRNA-sintetasa (GARS) y a la histona H3 como control de carga de
citosol y nucleo, respectivamente. Debido a que la coilina es una proteina nuclear, se
inmunoprecipité solamente a VRK1 en la fraccion nuclear y se detecté a SMN en el
precipitado, independientemente de la presencia o ausencia de coilina (Figura 67).

Concluimos, por lo tanto, que existe una interaccién directa entre VRK1 y SMN.

103



Resultados

si-Control
si-Coilina

si-Control
si-Coilina

Coiling

VRK1

SMN

GARS Figura 67: SMN y VRK1 interaccionan

independientemente de coilina. Se hizo un fraccionamiento
citosol-ndcleo en la linea celular HelLa, en la que se
silencié a la coilina con un siARN especifico durante 72
horas. De la fraccion nuclear se inmunoprecipité a la VRK1
IPVRK1 endégena (anticuerpo policlonal VE) y se detecté a SMN

’ endogeno y a la coilina en el precipitado. Se utiliz6 a la
glicil-tRNA-sintetasa (GARS) como control de carga
citosdlico, y a la histona H3 como control de carga nuclear.

il

Histona 3

Citosol Nicleo

OM

T

Q
si-C
si-Coilina

Coilina] -

Hi

SMN
VRK1 L

3.2. SMN interacciona con la quinasa humana VRK1 a través de su
regién amino terminal

Para caracterizar mas en detalle la interaccién entre SMN y VRK1, hicimos un ensayo
de mapeo con diferentes construcciones de la quinasa. En primer lugar, realizamos
una inmunoprecipitacion con las construcciones de VRK1 correspondientes a la regién
amino terminal. Asi, células HEK-293T se transfectaron con los plasmidos para la
VRK1 silvestre (pcDNA3.1-VRK1-Myc), para la region amino larga (pcDNA3.1-
VRK1(1-332)-Myc) y para la region amino corta (pcDNA3.1-VRK1(1-267)-Myc). Se
inmunoprecipitaron estas construcciones con un anticuerpo que reconoce el epitopo
Myc y se detecté a SMN enddgeno en el precipitado. Vimos interaccion tanto en la
construccion para la VRK1 entera, como para los dos fragmentos amino de VRK1
(Figura 68 A). Quisimos entonces analizar si la interaccion se producia
exclusivamente por la region amino de VRK1 o también participaba su regién
carboxilo terminal. Para ello, se transfectaron células HEK-293T con los plasmidos
pCVM6-SMN-Myc-FLag, pCEFL-GST@, pCEFL-GST-VRK1, pCEFL-GST-C-VRK1
(267-396) y pCEFL-GST-VRK1 (R358X). Se inmunoprecipitd a SMN con un
anticuerpo a-Myc y se detectd a VRK1 con un anticuerpo a-GST. Observamos
interaccion de SMN con la VRK1 entera y con la construccion R358X, construccion

que carece de los ultimos 38 aminoacidos de la quinasa. Sin embargo, no detectamos
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interaccion entre SMN y la construcciéon de la regién carboxilo terminal de VRK1
(Figura 68 B), concluyendo que estas dos proteinas interaccionan por la regién amino
terminal de VRK1.
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Figura 68: SMN se une a la regiéon amino terminal de VRK1. A. Células HEK-293T fueron
transfectadas con los plasmidos pcDNA3.1-VRK1-Myc (Silvestre: 1-396, NH-L: 1-332, NH-C:1-
267). La expresién de las proteinas fue comprobada en el lisado celular preparado 48 horas
después de la transfeccion. Se inmunoprecipité a VRK1 con un anticuerpo a-Myc policlonal y se
detecté a SMN con un anticuerpo monoclonal de BD Transduction Laboratories. B. SMN no
interacciona con la region carboxilo de VRK1. Células HEK-293T fueron transfectadas con los
plasmidos pCMV6-SMN-Myc-Flag, pCEFL-GST@, pCEFL-GST-VRK1, pCEFL-GST-C-VRK1
(267-396) y pCEFL-GST-VRK1 (R358X). La expresion de las proteinas fue comprobada en el
lisado celular preparado 48 horas después de la transfeccion. Se inmunoprecipitdé a SMN con un
anticuerpo a-Myc policlonal y se detecté a VRK1 con un anticuerpo monoclonal a-GST de Santa
Cruz. C. Representacion de la unién de SMN a la regién amino de VRK1.
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3.3. VRK1 no fosforila a SMN

El hecho de que VRK1 sea una quinasa y que, ademas, fosforile a la coilina, nos hizo
plantearnos la posibilidad de que quizas también estuviera fosforilando a la proteina
SMN. Para poder analizarlo, se realiz6é un ensayo quinasa donde se afiadi6 a la VRK1
purificada de bacterias a través de la construccion pGEX-GST-VRK1, y se
inmunoprecipit6 a SMN enddégeno de células HelLa para utilizarlo como sustrato.
Observamos, en los puntos donde habia VRK1, su actividad de autofosforilacién, la
cual nos sirve como un control positivo del ensayo. Sin embargo, no detectamos
ninguna sefial de fosforilacion en SMN, indicAndonos que la quinasa no lo fosforila en
condiciones in vitro (Figura 69).

IPSMN - + +
VRK1pGEX + - +
SMN Figura 69: VRK1 no fosforila a SMN in vitro. Se inmunoprecipit6 a

SMN de células HelLa y se afiadi6 como sustrato en un ensayo
quinasa en el cual VRK1 fue afiadida con el plasmido pGEX-GST-
VRK1 de expresién en bacterias. Se realiz6 el ensayo quinasa in
vitro en presencia de y*-ATP. Se indica la incorporacién de la
radiactividad con ¥p.
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Debido a que la quinasa VRK1 regula su actividad durante el ciclo, quisimos realizar
un ensayo quinasa en las distintas etapas del ciclo celular para acabar de confirmar si
existia algun tipo de fosforilacion de SMN por parte de VRK1. Para obtener células
sincronizadas en las diferentes fases del ciclo celular, se realizé un doble bloqueo con
timidina y nocodazol a células HelLa. Este bloqueo consistié en afiadir en primer lugar,
timidina a 2mM al medio de cultivo durante 24 horas, la cual produce un bloqueo en la
fase S del ciclo. Se liberan las células durante 3 horas, eliminando la timidina del
medio, y se aflade nocodazol a 100ng/mL durante 12 horas, punto en el cual tenemos
la mayor parte de las células en fase G2/M. Se dejaron, simultdneamente, células sin
suero en el medio para tener también en el ensayo la condicion de parada de ciclo.
Una vez las células se encontraban en las diferentes fases del ciclo, se
inmunoprecipité en paralelo a VRK1 con el anticuerpo monoclonal 1F6 y a SMN con el
anticuerpo monoclonal de BD Transduction Laboratories. A las inmunoprecipitaciones
de SMN se las tratd con fosfatasas para eliminar cualquier tipo de fosforilacion previa
al ensayo. Seguidamente, realizamos el ensayo quinasa in vitro.

Observamos de nuevo, como control positivo del ensayo, la actividad de

autofosforilacion de la quinasa humana VRK1, la cual, como se habia descrito
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anteriormente, disminuye significativamente en células paradas. También observamos
un aumento de su actividad en mitosis y una reduccion muy significativa en células
paradas en fase S con timidina. Nuevamente, no observamos ninguna sefial de
fosforilacion en SMN, concluyendo asi que VRK1 no la fosforila en ninguna fase del

ciclo celular (Figura 70).

-
N
]
e)
o
[S]
o
b4
0w @ s . . .
@ ] £ Figura 70: VRK1 no fosforila a la proteina SMN en
S § IS £ ninguna fase del ciclo celular. Células Hela fueron privadas
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SMN anticuerpo monoclonal de BD Transduction Laboratories. A
32p las inmunoprecipitaciones de SMN se las tratd6 con
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3.4. El silenciamiento de la quinasa humana VRK1 produce la

deslocalizacién de la proteina SMN

Sabemos que el silenciamiento de VRK1 produce el desensamblaje de los cuerpos de
Cajal y, posteriormente, la degradacion de la coilina en el proteasoma citosolico. El
hecho de que SMN sea una proteina que, dentro del ndcleo, se acumule en los
cuerpos de Cajal, nos hizo plantearnos si el silenciamiento de VRK1 estuviera

afectando a su localizacion.

Para analizar si VRK1 tenia algun efecto en la localizaciéon de SMN, células HelLa se
transfectaron con tres siARN especificos para VRK1 (si-VRK1-02, si-VRK1-03 y si-
VRK1-09) o con un siARN control (si-Control), mediante lipofeccion. Pasadas 72
horas, se realiz6 la lisis para comprobar la expresion de las proteinas de interés
mediante electroforesis y Western blot, y se procesaron los cubreobjetos para su

marcaje por inmunofluorescencia y visualizacion en el microscopio confocal.
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En primer lugar, vimos como a las 72 horas de silenciamiento, los niveles proteicos de
VRK1 se reducian significativamente con los tres siARN (Figura 71 A). Fijandonos en
la inmunofluorescencia, observamos como la proteina SMN se localizaba, en
condiciones control, en el citosol de forma difusa o acumulada dentro del nucleo en
los cuerpos de Cajal o las geminas (Figura 71 B). Sin embargo, al silenciar a la
quinasa VRK1, se producia un aumento de la fluorescencia de SMN en el citosol, el
cual desaparecia casi por completo del nicleo (Figura 71 B). Para una mejor
visualizacion, se cuantificé el nivel de fluorescencia de SMN en citosol y nlcleo en
cada condicion, confirmandose que se reduce en nucleo y aumenta en citosol de
manera significativa (Figura 71 C). Estos resultados nos estarian indicando que, al
silenciar VRK1 y, por lo tanto, al desensamblarse los CBs, SMN tendria que salir al

citosol casi en su totalidad, exceptuando aquel SMN que estuviera acumulado en las

geminas.
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Figura 71: El silenciamiento de VRK1 produce la salida de SMN al citosol. Células HelLa se
silenciaron con tres siARN especificos para VRK1 mediante lipofeccion. Pasadas 72 horas, se
lisaron para comprobar la expresion de las proteinas (A), y se procesaron los cubreobjetos para
su marcaje por inmunofluorescencia y visualizacion en el microscopio confocal (B). Se detect6 a
SMN con el anticuerpo monoclonal 610647 de BD Transduction Laboratories y a la VRK1 con el
anticuerpo policlonal que reconoce la regién amino de la proteina de Sigma. C. Cuantificaciéon de
los niveles de fluorescencia de SMN en citosol y ndcleo. Se realizé una prueba t-Student para la
estadistica. * (P<0.05) ** (P<0.005) *** (P<0.0005).
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Para corroborar que efectivamente SMN estuviera desplazandose desde el nicleo
hacia el citosol, realizamos un fraccionamiento citosol-nlcleo en células Hela, las
cuales se transfectaron con dos siARN especificos de VRK1 (si-VRK1-02 y si-VRK1-
03) o con un siARN control. Pasadas 72 horas, tiempo tras el cual obtenemos un
silenciamiento eficaz de la quinasa, se lisaron las células para comprobar la expresién
de las proteinas y, paralelamente, se realizé un fraccionamiento citosol-nucleo, donde
utilizamos como controles de carga a la glicil-tRNA-sintetasa (GARS) para citosol y a
la histona H3 para el ndcleo. Pudimos observar que SMN, en los puntos donde se
habia silenciado a VRK1, disminuia significativamente de la fraccion nuclear y
aumentaba, en consecuencia, en la fraccion citosolica (Figura 72). Se cuantificaron los
niveles relativos de cada fraccion para poder calcular la significancia en cada caso.
Concluimos asi que el silenciamiento de VRK1 produce la deslocalizaciéon de SMN, el
cual deja de acumularse en los cuerpos de Cajal y pasa a estar de forma difusa en el

citoplasma.
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Figura 72: El silenciamiento de VRK1 provoca la salida al citosol de SMN. Células HelLa fueron
transfectadas con los siARN para VRK1 si-VRK1-02 y si-VRK1-03 o con un si-Control. Pasadas
72 horas, se realizé la lisis para comprobar la expresion de las proteinas y, paralelamente, se
realizé un fraccionamiento citosol-nucleo. Se detecté a SMN con el anticuerpo monoclonal de BD
Transduction Laboratories y a la VRK1 con el anticuerpo policlonal VC de fabricacion propia. Se
utilizé6 a la actina como control de carga del lisado total y a la glicil-tRNA sintetasa GARS junto
con la histona H3 como controles de carga del citosol y del ndcleo, respectivamente. Se
cuantificaron los niveles relativos de SMN en cada fraccion y condicion del ensayo. Se realizd
una prueba t-Student para la estadistica. * (P<0.05) ** (P<0.005) *** (P<0.0005).

Este mismo efecto en SMN lo quisimos analizar en otra linea celular, como es la linea
de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Estas células se crecieron en cubreobjetos y se
transfectaron con un siARN especifico para VRK1, si-VRK1-02; o con un si-Control.
Pasadas 72 horas, se procesaron los cubreobjetos para su marcaje por
inmunofluorescencia y se visualizaron con el microscopio confocal. Se detecté a SMN
con un anticuerpo monoclonal y a la VRK1 con un anticuerpo policlonal. Volvimos a
observar que, al silenciar a la quinasa VRK1, aumentaba la fluorescencia de SMN en

el citosol, indicandonos su salida del nucleo de nuevo (Figura 73). Asi, podemos
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afirmar que el efecto que tiene el silenciamiento de la quinasa sobre la proteina SMN

se produce en dos tipos de lineas celulares muy diferentes.

SMN VRK1 DAPI Detalle

siControl

si-VRK1-02

Figura 73: Efecto del silenciamiento de la quinasa VRK1 en SMN, en la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y. Se transfectaron células SH-SY5Y con un siARN especifico para
VRK1 (si-VRK1-02) o con un siARN sin diana especifica como control. Pasadas 72 horas, se
realizé la inmunofluorescencia, donde se detecté a SMN con el anticuerpo monoclonal 610647
de BD Transduction Laboratories y a la VRK1 con el anticuerpo policlonal que reconoce la regién
amino de la proteina de Sigma.

Finalmente, para poder acabar de confirmar como SMN se deslocaliza del nicleo y
sale al citosol, una vez se ha silenciado a VRK1 y los cuerpos de Cajal se han
desorganizado, quisimos realizar ensayos con el inhibidor del exporte nuclear: la
leptomicina B. Con este fin, se silenci6 a VRK1 en células HelLa con un siARN
especifico (si-VRK1-02). Pasadas 48 horas, se afiadid leptomicina B a 0,2nM durante
24 horas méas vy, posteriormente, se realiz6 una inmunofluorescencia y un
fraccionamiento citosol-nicleo para analizar los niveles de la proteina SMN antes y

después del tratamiento.

Observamos de nuevo, tanto en el ensayo de inmunofluorescencia como en el
Western blot del fraccionamiento, la salida de SMN desde el ndcleo al citosol al
silenciar a VRK1. Sin embargo, la leptomicina B, redujo la salida al citosol de SMN al
silenciar a la quinasa VRK1, de tal forma que permanecia en el nicleo a niveles
similares a las células control (Figura 74). Estos ensayos nos permiten concluir que el
silenciamiento de VRK1, el cual produce el desensamblaje de los cuerpos de Cajal,
tiene como consecuencia la salida de gran parte de la proteina SMN desde el nucleo,

donde ya solo puede acumularse en las geminas, al citosol.
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Figura 74: El inhibidor de exporte nuclear leptomicina B, reduce la salida de SMN al citosol como
consecuencia del silenciamiento de VRK1. Células Hela se transfectaron con un siARN
especifico de VRK1 o con un siARN control. Pasadas 48 horas, se afiadié leptomicina B a 0,2nM
durante 24 horas. Se realizé una inmunofluorescencia (A) y, paralelamente, se lisaron las células
para realizar un fraccionamiento citosol-nlcleo y analizarlo mediante electroforesis y Western
blot (B). Se detect6 a SMN con el anticuerpo monoclonal 610647 de BD Transduction
Laboratories y a la VRK1 con el anticuerpo policlonal que reconoce la regiéon amino de la
proteina de Sigma (IF) o con el anticuerpo policlonal VC de fabricacion propia (WB). Se detect6 a
la glicil-tRNA-sintetasa (GARS) y a la histona H3 como controles de carga de citosol y ndcleo,
respectivamente.
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3.5. El silenciamiento de la quinasa humana VRK1 produce el mismo

efecto en la localizacion de SMN que el silenciamiento de la coilina

Si la salida al citosol de SMN es debida al desensamblaje de los cuerpos de Cajal,
hecho que no le permite acumularse en estos compartimentos nucleares, es de
suponer que el silenciamiento de VRK1 y el silenciamiento de la coilina debieran tener
el mismo efecto en la localizacién de SMN. Con el fin de responder a esta cuestion, se
realizé una inmunofluorescencia en la linea de carcinoma de mama MCF-7, la cual se
silencié con un siARN especifico para VRK1 o con un siARN especifico para la coilina.
Pasadas 72 horas, se detect6 a SMN, a la coilina 0 a VRK1 y se analizé en el

microscopio de fluorescencia confocal.

VRK1 SMN VRK1+SMN Detalle

si-Control

15um

si-VRK1-02

15um

Coilina SMN Coilina+SMN Detalle

si-Control

15um

si-Coilina

Figura 75: El silenciamiento de la quinasa humana VRK1 produce el mismo efecto en la
localizaciéon de SMN que el silenciamiento de la coilina. Células MCF-7 se transfectaron con
siARN especificos para VRK1 o para coilina, o con un siARN control. Pasadas 72 horas, se
realizé una inmunofluorescencia donde se detecté a SMN con el anticuerpo monoclonal 610647
de BD Transduction Laboratories, a VRK1 con el anticuerpo policlonal que reconoce la regién
amino de la proteina de Sigma y a la coilina con el anticuerpo policlonal H-300 de Santa Cruz.

Observamos el mismo efecto tanto al silenciar a VRK1 como al silenciar a la coilina.
Cuando silenciamos a VRK1, se producia la pérdida de los cuerpos de Cajal vy,
consecuentemente, se detectaba la salida al citosol de SMN, efecto que se detectaba
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como un aumento de fluorescencia roja en el citosol y una disminuciéon dentro del
nucleo. Al silenciar a la coilina, proteina esencial para que se formen los cuerpos de
Cajal, éstos desaparecian completamente, hecho que provocaba que todo el SMN se
localizara en el citosol (Figura 75). Asi, vemos como tanto el silenciamiento de VRK1
como el de la coilina, producen una pérdida de los cuerpos de Cajal y, por lo tanto,

una deslocalizaciéon de SMN al citosol.

3.6. El silenciamiento de la quinasa humana VRK1 no afecta a la
estabilidad de SMN

Como se menciond en la introduccion de este trabajo, ratones knock-out de SMN son
inviables, debido a que esta proteina es esencial para la viabilidad celular. El hecho
de que el silenciamiento de la quinasa VRK1 estuviera produciendo la deslocalizacion
de la proteina al citosol, lugar donde no puede realizar su mayor funcién, nos hizo
plantearnos si, este silenciamiento de la quinasa, estuviera teniendo mas efectos en la
proteina. En primer lugar, pensamos en si, el hecho de que SMN se fuera del nicleo
al citosol, hiciera a esta proteina mas inestable. Para responder a esta pregunta
células Hela se silenciaron con un siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con
un siARN control. Pasadas 72 horas, tiempo necesario para una correcta bajada de
los niveles proteicos de VRK1, se afiadio cicloheximida (CHX: un inhibidor de la
sintesis proteica) a 50ug/mL, y se fueron recogiendo puntos a los tiempos indicados.
Se lisaron las células y se analizd la expresion de SMN y VRK1 mediante

electroforesis y Western blot.

Observamos que el silenciamiento de la quinasa se realizé de forma eficaz y, en el
punto control, los niveles de VRK1 fueron disminuyendo a partir de las 72 horas.
Respecto a la proteina SMN, no se detectaron diferencias entre los puntos control y
en los que se silencié a VRK1, empezé a disminuir a las 48 horas post ciclohemixida,
concluyendo de este modo que, el silenciamiento de VRK1 no afecta a la estabilidad
de SMN. Se cuantificaron los niveles relativos de SMN y se realizé la gréafica con las
medias y desviaciones estandar de los diferentes ensayos (Figura 76).
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Figura 76: El silenciamiento de VRK1 no afecta a la estabilidad de la proteina SMN. Células
Hela fueron transfectadas con su siARN especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con un siARN
control. Pasadas 72 horas, se afiadio el inhibidor de la sintesis proteica cicloheximida (CHX) a
50ug/mL y se fueron recogiendo puntos a los tiempos indicados en la figura. Se lisaron las
células y se analizé la expresion de las proteinas mediante electroforesis y Western blot. Se
detecté a SMN con el anticuerpo monoclonal 610647 de BD Transduction Laboratories y a la
VRK1 con el anticuerpo policlonal VC de fabricacién propia. Se utiliz6 a la actina como control de
carga. Se cuantificaron los niveles relativos de SMN y se representaron en un grafico las medias
y desviaciones estandar de los diferentes ensayos.

3.7. Efecto del silenciamiento o sobreexpresion de la quinasa humana
VRK1 en los niveles de expresion de SMN

El siguiente aspecto que quisimos analizar fue si el silenciamiento de VRK1, el cual ya
vimos en el apartado anterior, no afectaba a la estabilidad proteica de SMN, tenia
algun efecto a nivel de expresion del gen. Para poder investigarlo, realizamos ensayos
de RT-PCR cuantitativa para observar cambios en los niveles de ARNm. En primer
lugar, llevamos a cabo este tipo de ensayos silenciando a la quinasa con dos siARN
especificos para VRK1 (si-VRK1-02 y si-VRK1-03), con un siARN control (si-Control) o
se privaron de suero en el medio (como control de inactividad de la quinasa). Pasadas
96 horas, se extrajo el ARN total de las células mediante el kit RNeasy extraction kit
de Qiagen, se cuantifico y se realiz6 la qRT-PCR. Los valores obtenidos se
normalizaron con los valores del gen GAPDH utilizados como control interno del

ensayo.
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En primer lugar observamos que, los siARN de VRK1 producian una reduccién
significativa de los niveles de ARN mensajero de la quinasa, mientras que las
condiciones en ausencia de suero (0% FBS) no tenian efecto. Sorprendentemente, si
observamos efectos en los niveles de ARNm de la proteina SMN al silenciar a VRK1,
los cuales aumentan de manera significativa, no volviéndose a observar efecto en el
punto al 0% de FBS (Figura 77). Estos datos nos indican que el silenciamiento de la
quinasa humana VRK1 aumenta la expresion de la proteina SMN, detectandose con

mayores niveles de ARNm de la proteina.
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Figura 77: El silenciamiento de VRK1 produce un aumento significativo de los niveles de ARN
mensajero de SMN. Se realiz6 la lipofeccién con Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) a
células Hela para silenciar a la VRK1. Se utilizaron dos siARN especificos diferentes, un siARN
control o se elimind el suero del medio. Pasadas 96 horas, se realizé la extraccion del ARN total
(RNeasy extraction kit, Qiagen) y se cuantificaron las muestras. Posteriormente, se realizé la
gRT-PCR (SyberGreen kit), y se normalizaron los valores con respecto a los obtenidos para la
GAPDH, utilizada como control. Se realiz6 una prueba t-Student para la estadistica. * (P<0.05) **
(P<0.005) *** (P<0.0005).

Para confirmar este efecto en los niveles de expresion de SMN, realizamos el ensayo
contrario, de tal forma que en vez de silenciar a VRK1, la sobreexpresamos a través
de la infeccion de un vector retroviral. Se utilizaron células HEK-293T para producir
particulas virales y el sobrenadante de estas células se utiliz6 para infectar a células
Hela, utilizadas como diana. Se infectaron los vectores retrovirales pQCXIP vacio o
pQCXIP-VRKL1. Se seleccionaron las células infectadas con puromicina durante 4 dias
y se realizd la extraccién del ARN total. Realizamos la qRT-PCR Yy relativizamos los
valores de ARNm de SMN y VRK1 con los obtenidos para el gen de la GAPDH
utilizada como control interno del ensayo. Observamos que la infeccién con el vector
pPQCXIP-VRK1 aumentaba significativamente los niveles de VRK1, indicandonos que
la infeccion se habia realizado correctamente (Figura 78). Al observar los niveles de

ARNmM de SMN, detectamos cdmo al sobreexpresar a la quinasa obteniamos el efecto
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contrario que al silenciarla, reduciéndose los niveles de ARNm de SMN de manera
significativa. Con estos resultados podemos concluir que VRK1 si tiene efecto en la

expresion de SMN.

B pQCXIP-@
H pQCXIP-VRK1

2]
o

*kk

N W B
o o o
1 1 |

Niveles relativos de ARNm
S
L

SMN VRK1

Figura 78: La sobreexpresion de VRK1 reduce significativamente los niveles de ARNm de SMN.
Células HelLa se infectaron con los vectores retrovirales pQCXIP vacio o pQCXIP-VRK1. Se
seleccionaron las células infectadas con puromicina durante 4 dias y, pasado este tiempo, se
extrajo el ARN total (RNeasy extraction kit, Qiagen) y se cuantificaron las muestras.
Posteriormente, se realizé la qRT-PCR (SyberGreen kit), y se normalizaron los valores con
respecto a los obtenidos para la GAPDH, utilizada como control. Se realizé una prueba t-Student
para la estadistica. * (P<0.05) ** (P<0.005) *** (P<0.0005).

3.8. La interaccion entre SMN y el factor de transcripciéon p53 no se ve

afectada al silenciar a la quinasa VRK1

Mutaciones en el gen SMN1 causan atrofia muscular espinal. Se sabe que SMN
interacciona directamente con el factor de transcripcion p53 y que, mutaciones en
SMN afectan a la interacciéon con éste, hecho que se ha visto correlaciona con la
severidad de la patologia. Ademas, la proteina truncada que se produce a través del
gen SMN2 tampoco se une de forma efectiva con p53. Estas dos proteinas,
colocalizan en los cuerpos de Cajal, sin embargo, en fibroblastos derivados de
pacientes con SMA, p53 se redistribuye al nucléolo (Young et al., 2002). Todos estos
datos indicarian una interaccién funcional entre ambos, 0 quizas explicaria la muerte
de las motoneuronas en este tipo de patologia, datos que aun se desconocen. Con
toda esta informacion, y sabiendo que VRK1 regula al factor de transcripcion p53 e
interacciona con la proteina SMN, quisimos estudiar si la quinasa tenia algun efecto

en la interaccién entre ambos.
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Para ello, realizamos ensayos de inmunoprecipitacion en los que silenciamos a VRK1
y vimos si tenia algin efecto en la interaccion entre SMN y p53. Primeramente,
hicimos este ensayo en células MCF-7 a las que silenciamos con un siARN especifico
para VRK1. Pasadas 72 horas, se inmunoprecipité a p53 enddgeno y se detectd a
SMN en el precipitado. No se observo ninglin cambio en la interaccién entre SMN y
p53 al silenciar a la quinasa VRK1 (Figura 79 A). Debido a que en el trabajo de Young
y colaboradores utilizan la linea celular de osteosarcoma U20S y, ademas, realizan
varios tipos de estimulos para ver dicha interaccion o cambios en ésta, realizamos
este mismo ensayo en la linea celular U20S, afiadiendo cicloheximida a 10mM
durante 4 horas (Figura 79 B). Realizamos también el ensayo en MCF-7 de nuevo,
pero probando con otro de los tratamientos citados en el articulo, la leptomicina B
(Figura 79 C). En todos los casos se silenci6 a VRK1 con un siARN especifico vy,
posteriormente, se afiadi6 cada tratamiento a las concentraciones y tiempos
indicados. No vimos ninguna diferencia en la interaccién entre la proteina SMN vy el
factor de transcripcion p53 en cualquiera de las condiciones y lineas estudiadas,
confirmando que VRK1 no juega ningun papel esencial en el complejo entre ambas

proteinas.
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Figura 79: La interaccion entre SMN vy el factor de transcripcién p53 no se ve afectada por el
silenciamiento de la quinasa VRK1. Células MCF-7 o U20S fueron transfectadas con un siARN
especifico para VRK1 (si-VRK1-02) o con un siARN control (si-Control). Pasadas 72 horas, se
afiadieron los tratamientos indicados en la figura y se realizé la inmunoprecipitacién de p53
endoégeno con el anticuerpo policlonal CM1 de Novocastra. Se detecté a SMN en el precipitado
con el anticuerpo monoclonal 610647 de BD Transduction Laboratories.
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4. Estudio de las interacciones entre las proteinas VRK1, SMN y

coilina durante el ciclo celular

VRK1 y coilina son proteinas que se regulan durante el ciclo celular, por este motivo
nos resultd de interés analizar mas a fondo el comportamiento de ellas, junto con
SMN, durante las distintas fases del ciclo. Con este fin, células HeLa se sometieron al
doble bloqueo con timidina y nocodazol explicado anteriormente en este trabajo, en la
figura 41. De forma resumida tenemos células a las que se elimind el suero del medio
de cultivo (fase GO0), a células con medio de cultivo completo con 10% FBS, células a
las que se ha tratado durante 24 horas con timidina (fase S), células con tratamiento
de timidina seguido de tratamiento con nocodazol (G2/M) y, finalmente, células a las
que se ha liberado del nocodazol y las cuales se van recogiendo a diferentes tiempos
para obtener las distintas fases del ciclo celular hasta volver a llegar a la fase G1.

En primer lugar, con los puntos recogidos en el ensayo, se realizaron lisados para
comprobar la expresion de todas las proteinas de interés, ademéas de distintos
marcadores del ciclo celular como control interno del ensayo. En la parte superior de
la Figura 80, donde se muestra el lisado total, observamos que los niveles de VRK1 y
SMN permanecen constantes durante el ciclo celular. Detectamos, ademas, a las
proteinas pRb y ciclina D1, las cuales se observan en las fases de mitosis y van
disminuyendo conforme vuelven a entrar las células en fase G1. Se utilizdé a la
proteina del retinoblastoma (Rb) total como control de carga para la fosforilada (pRb)

y a la actina como control de carga para el resto de proteinas.

También se realiz6 un fraccionamiento nuclear (Figura 80, panel inferior) para poder
detectar a la coilina, tanto total como fosforilada en el residuo serina 184. Vimos c6mo
los niveles de coilina total se mantenian constantes durante el ciclo, si bien en la
mitosis la banda aparecia mas intensa y no como un doblete como en el resto de
condiciones. La fosforilacion en la serina 184, tal y como habiamos mostrado en
ensayos anteriores al caracterizar a este residuo, aparecia exclusivamente en las
fases mitéticas. Se utilizé a la histona H3 como control de carga nuclear. Con estos
resultados, podiamos confirmar que el tratamiento con timidina y nocodazol
sincronizaba en las distintas fases del ciclo a la linea celular HelLa, pudiendo seguir

analizando otros aspectos de interés.
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Fraccion nuclear

Si nos fijamos en la figura anterior (Figura 80), tanto la coilina como SMN, en la
fraccion nuclear, aparecen como una doble banda que, en las fases mitoticas, se une
en una sola banda mas intensa y, una vez se va finalizando la mitosis, vuelven a
aparecer las dos bandas nuevamente. Para poder confirmar que se trataba de las
formas hipo e hiper fosforiladas de coilina y SMN, realizamos un fraccionamiento
nuclear con células HelLa al 10% de suero o tratadas con timidina y nocodazol
(mitéticas). Los extractos fueron incubados con fosfatasas para eliminar cualquier
fosforilacion y ver si, de este modo, se volvia a desdoblar la banda Unica en mitosis.
Observamos que en las células sin tratar con fosfatasas, se volvia a producir la banda
mas intensa y de mayor tamafio en la coilina y en SMN. Sin embargo, cuando
tratamos con fosfatasas, esta banda efectivamente se desdoblaba en dos bandas,
sugiriendo que lo que vemos en los extractos es la forma hipofosforilada e

hiperfosforilada en la mitosis (Figura 81).
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Figura 81: Extractos nucleares al 10% de suero o con timidina y nocodazol tratados con
fosfatasas. Se trataron células HelLa con timidina y nocodazol para obtener extractos mitéticos o
bien se dejaron al 10% de suero. Se realiz6 un fraccionamiento nuclear y se trataron los
extractos con fosfatasas. Se detectd a la coilina, a SMN y a VRK1 mediante electroforesis y
Western blot. Se utiliz6 a la histona H3 como control de carga nuclear.

El siguiente aspecto que quisimos analizar, fue la interaccion y colocalizacion entre las
distintas proteinas durante el ciclo celular. Para ello, en primer lugar, realizamos
ensayos de inmunoprecipitacion de las proteinas enddgenas en células Hela tratadas
con el doble blogueo de timidina — nocodazol. Se volvieron a analizar la expresion de
las proteinas en los lisados y fracciones nucleares mediante electroforesis y Western

blot, asi como los marcadores de ciclo usados anteriormente, como control.

En el primer ensayo, se inmunoprecipitd a la VRK1 endégena y se detectd tanto a
SMN como a la coilina en el precipitado. Ambas proteinas interaccionan con VRK1
durante la mitosis, de tal forma que aparece la interaccidon en el punto tratado con
timidina y nocodazol, y ésta permanece a lo largo del ciclo, disminuyendo cuando las
células vuelven a entrar en la fase G1, aproximadamente a las 3 o 6 horas de

liberacion del nocodazol (Figura 82).

Realizamos también la inmunoprecipitacion de SMN enddgeno para ver su interaccion
con la coilina. Detectamos a estas dos proteinas formando un complejo en el punto al
10% de suero, y cuando afiadiamos timidina y nocodazol, interaccién que se
mantenia hasta las 3 horas de liberaciéon, cuando las células ya salen de mitosis
(Figura 82). Por lo tanto, vemos como VRK1 interacciona con SMN y coilina durante la
mitosis 0 en células no sincronizadas (10% FBS), al igual que ocurre con SMN y

coilina.
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Figura 82: Interaccion entre VRK1, SMN vy coilina durante el ciclo celular. Células Hela fueron
privadas de suero durante 3 dias, mantenidas al 10% de suero, tratadas con timidina durante 24
horas o tratatadas con timidina 24 horas méas 12 horas de nocodazol. Estas Ultimas se liberaron y
se recogieron puntos a los tiempos indicados. Se lisaron las células para realizar lisados totales
0 extractos nucleares. Se inmunoprecipité a VRK1 o a SMN, y se detect6 a la coilina 0 a SMN en
el precipitado.
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Una vez detectada la interaccion entre las tres proteinas a través de ensayos de
interaccion, quisimos un resultado mas visual a través de inmunofluorescencias vistas
en el microscopio confocal. Para ello, crecimos células HeLa en cubreobjetos
redondos tratados con poli-L-lisina al 0,01%, a las que se realiz6 el mismo tratamiento
gue en los ensayos anteriores. Se detect6 a la coilina, a SMN y a VRK1 endégenas en

las combinaciones indicadas en cada ensayo.

En la Figura 83 A, se detectdé a VRK1 y coilina endégenas. En el punto sin suero,
donde las células se encuentran paradas, no se observan cuerpos de Cajal, siné un
marcaje disgregado nuclear. En fase G1 se detectan cuerpos de Cajal, dos o tres por
célula, brillantes y discretos, sobre un fondo nucleoplasmatico muy tenue. En células
en fase S, bloquedadas con timidina, los cuerpos de Cajal aumentan
considerablemente el tamafio y, una vez la célula entra en mitosis, éstos desaparecen
y solo se aprecia un marcaje uniforme rojo que, una vez las células empiezan la
citocinesis se concentra en la cromatina. Una vez se han separado las células hijas,
tal y como esté descrito en la bibliografia, no detectamos cuerpos de Cajal hasta la G1
intermedia o tardia, a las seis horas de liberacion. El marcaje de VRK1 en verde, se
mantiene constante durante el ciclo. Cabe destacar que durante la separacion de las

células hijas, también se concentra en la cromatina, igual que la coilina.

Si nos fijamos en la figura 83 B, donde hemos marcado a VRK1, esta vez junto con
SMN, se aprecia a simple vista una gran colocalizaciéon durante la mitosis, cuando
ambas proteinas estan libres por la célula. En este caso, cabe destacar las fases de
telofase y citocinesis, ya que, mientras VRK1 se concentra en la cromatina como en el
caso anterior, SMN se queda en el citosol, donde una vez formada la célula hija
permanecerd hasta que vuelvan a formarse los cuerpos de Cajal, donde se

concentrara en el nucleo.

Finalmente, quisimos marcar a SMN junto con la coilina (Figura 83 C). En fase GO, al
no existir cuerpos de Cajal, SMN permanece en el citosol. En células al 10% de suero,
SMN vy coilina colocalizan en los cuerpos de Cajal, que se vuelven a agrandar al tratar
a las células con timidina. Durante la mitosis ambas proteinas colocalizan de forma
considerable, y vuelven a separarse en la telofase y citocinesis, cuando la coilina se
dirige a la cromatina y SMN se queda en el citosol. No volveran a colocalizar hasta
bien entrada la fase G1, cuando vuelven a formarse los cuerpos de Cajal y SMN se

puede concentrar en ellos.
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Con estos datos, podemos concluir que VRK1 interacciona con SMN y coilina durante
la mitosis y, una vez la célula vuelve a entrar en G1 se pierde dicha interaccién. En el
caso de SMN vy coilina, éstas interaccionan en células asincrénicas, ya que ambas
estan dentro de los cuerpos de Cajal. Vuelven a interaccionar libres en la célula
durante la mitosis y, una vez llegada la telofase y citocinesis, se separan y pierden su
interaccion y colocalizacion, hasta que los cuerpos de Cajal vuelven a formarse en la

fase G1 intermedia o tardia.

5. Caracterizacion de las mutaciones en VRK1 (R89Q, R133C,
V236M, R358X) causantes de patologias neurodegenerativas

Como se explicd en la introduccion de este trabajo, se han descrito, recientemente,
varias mutaciones en la quinasa humana VRK1, que causan atrofia muscular espinal
con hipoplasia pontocerebelosa o0 neuropatia sensoriomotora hereditaria con
microcefalia. El hecho de que sean mutaciones descubiertas hace muy poco tiempo
hizo necesaria su caracterizacion a nivel de estabilidad, y actividad, ademéas de

analizar su interaccion con otras proteinas, como la coilina o SMN.
5.1. Estudio de la estabilidad de los diferentes mutantes de VRK1

Esta descrito como la mutacion K179E en VRK1 genera una quinasa inactiva que,
ademas, presenta una menor estabilidad proteica en comparacion con la VRK1
silvestre (Valbuena et al., 2008). Asi, lo primero que quisimos evaluar fue la
estabilidad de los diferentes mutantes de VRK1. Para ello, células HEK-293T fueron
transfectadas con los plasmidos pCEFL-HAZ o pCEFL-HA-VRK1 (Silvestre, R89Q,
R133C, V236M, R358X o K179E). Pasadas 48 horas, se afiadi6 cicloheximida a
50ug/mL y se fueron recogiendo puntos a los tiempos indicados. Se lisaron las células
y se analiz6 la expresién de los diferentes mutantes de VRK1 mediante electroforesis
y Western blot. Se detecto a las diferentes VRK1 con un anticuerpo a-HA, y se marco

a la actina como control de carga.

Observamos que las mutaciones K179E y R358X fueron las mas inestables, no
detectandose proteina a las 12 horas de cicloheximida. La mutacion R133C fue la
siguiente en degradarse, a las 24-48 horas de tiempo con cicloheximida. Finalmente,
tanto la VRK1 silvestre como las mutaciones R89Q y V236M se mostraron muy
estables, no observandose degradacion a las 48 horas post cicloheximida (Figura 84).
Se representaron en un grafico los valores a las 0 horas y 24 horas después del
tratamiento.
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Figura 84: Ensayo de estabilidad de los mutantes de VRK1. Células HEK-293T fueron
transfectadas con los plasmidos pCEFL-HA@ o pCEFL-HA-VRK1 (silvestre, R89Q, R133C,
V236M, R358X o K179E). Pasadas 48 horas, se afadio el inhibidor de la sintesis proteica
cicloheximida a 50ug/mL y se recogieron puntos a los tiempos indicados en el ensayo. Se lisaron
las células y se analizé la expresion de las proteinas mediante electroforesis y Western blot. Se
detectaron las mutaciones de VRK1 con un anticuerpo a-HA policlonal y se utiliz6 a la actina
como control de carga. Se representaron en un gréafico los niveles relativos a las 0 y 24 horas de
tratamiento para una mejor visualizacion.

5.2. Estudio de la actividad de los mutantes de VRK1

Una vez supimos la estabilidad de los diferentes mutantes, quisimos estudiar la
actividad de éstos, medida tanto en su capacidad de autofosforilarse como de
fosforilar a un sustrato conocido como es el factor de transcripcién p53 (Lopez-Borges
and Lazo, 2000). Con este fin, realizamos un ensayo quinasa in vitro utilizando células
HEK-293T a las que transfectamos con los plasmidos pCEFL-GST@ o pCEFL-GST-
VRK1 (silvestre, R89Q, R133C, V236M, R358X o K179E). Se inmunoprecipitaron a
los mutantes mediante un Pull-Down y se utilizé6 como sustrato la proteina purificada
pGEX-GST-p53 (1-85). En la autorradiografia se detectd la autofosforilacion de los
diferentes mutantes de VRK1, asi como la fosforilacién sobre p53. Observamos que la
mutacion R89Q es mucho més activa que la VRK1 silvestre, detectandose tanto una
mayor autofosforilacion como una mayor fosforilacion sobre p53. Sin embargo, los
mutantes R133C y R358X son casi tan inactivos como la VRK1 inactiva K179E, no
observandose capacidad de autofosforilase ni de fosforilar a p53. Finalmente, la
mutacion V236M, era menos activa que la VRK1 silvestre, pero si se observo

autofosforilacion y fosforilacion de p53, aunque en menor medida (Figura 85).
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Figura 85: Fosforilacion de p53 por los
mutantes de VRK1. Células HEK-293T fueron
transfectadas con los plasmidos pCEFL-GSTQ@
0 pCEFL-GST-VRK1 (silvestre, R89Q, R133C,

| = | V236M, R358X o K179E). Pasadas 48 horas,
GST-VRK1 - 6‘- se realiz6 un ensayo de Pull-Down y se llevé a

GST-p53 (1-85) _:I cabo el ensayo quinasa, en presencia de y¥-
32p
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GST-VRK1(K179E)
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GST-VRK1(R133C)
ST-VRK1(V236M)
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ATP, utilizando como sustrato a la proteina
purificada pGEX-GST-p53 (1-85). Se indica la
incorporacién de la radiactividad (**P) y los
controles detectados con el anticuerpo
monoclonal a-GST.

GST-VRK1|

Para confirmar el resultado anterior, y, ademas, centrarnos mas en el residuo descrito
de fosforilacion de VRK1 en p53, la treonina 18, quisimos realizar un ensayo in vitro
con anticuerpo fosfoespecifico. Para ello, células HEK-293T se transfectaron con los
plasmidos pCEFL-HA@ o pCEFL-HA-VRK1 (silvestre, R89Q, R133C, V236M, R358X
y K179E). Pasadas 48 horas, se inmunoprecipitaron los mutantes con un anticuerpo
a-HA policlonal, y se realiz6 un ensayo con ATP frio, afladiendo como sustrato a la
proteina purificada pGEX-GST-p53 (1-85). Se detectd la fosforilacion de p53 en la
treonina 18 con el anticuerpo policlonal fosfoespecifico para ese residuo (Abcam
ab30659). Volvimos a observar una mayor fosforilacion de p53 con el mutante R89Q,
mientras que el mutante V236M fosforilaba en menor medida en comparacion a la
VRK1 silvestre. Tanto el mutante R133C como el mutante R358X eran igual de

inactivos a la quinasa inactiva K179E (Figura 86).

Figura 86: Fosforilacion de la treonina 18
de p53 por los mutantes de VRKI.
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5.3. Interacciéon y colocalizacién entre los mutantes de VRK1 y las

proteinas coilinay SMN

Quisimos analizar la colocalizacion e interaccion entre los distintos mutantes de
VRK1, los cuales hemos visto presentan diferente estabilidad y actividad, con las

proteinas coilina'y SMN.

En primer lugar, realizamos una inmunofluorescencia en células MCF-7, las cuales se
transfectaron con los plasmidos pCEFL-HAZ o pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina
silvestre como los mutantes. Se procesaron los cubreobjetos para su marcaje y se
detect6 a la coilina con un anticuerpo monoclonal y a VRK1 sobreexpresada con un
anticuerpo policlonal que detecta al epitopo HA. Observamos que los diferentes
mutantes de VRK1 mostraban una sefial nuclear uniforme, a excepcion del mutante
R358X que, como se explicé anteriormente, es exclusivamente citosélico debido a que
su mutacion se sitda en la sefial de localizacion nuclear de la quinasa. En ningin
caso, la sobreexpresion de los mutantes afectd al marcaje de la coilina ni a los
cuerpos de Cajal (Figura 87 A).

Ademas, quisimos comprobar si todos los mutantes de VRK1 mostraban interaccion
con coilina. Por este motivo, células HEK-293T se transfectaron con los plasmidos
pCEFL-HAdZ o pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina silvestre como los mutantes, junto
con el plasmido pCVM6-Coilina-Myc-Flag. Pasadas 48 horas, se inmunoprecipito a la
coilina y se detecté a VRK1 en el precipitado. Se observo interaccion entre la coilina y
todos los mutantes de VRK1, concluyendo que existe interaccién sin importar la

mutacion de la quinasa (Figura 87 B).
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Figura 87: Colocalizacion e interaccion entre la coilina y los mutantes de VRK1. A.
Inmunofluorescencia de coilina y los mutantes de VRK1. Células MCF-7 se transfectaron con los
plasmidos pCEFL-HAG o pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina silvestre como los mutantes. Se
procesaron los cubreobjetos para su marcaje y se detecté a la coilina con el anticuerpo
monoclonal Pdelta de Santa Cruz y a la VRK1 sobreexpresada con un anticuerpo policlonal que
detecta al epitopo HA. B. Interaccion entre la coilina y los mutantes de VRK1. Células HEK-293T
se transfectaron con los plasmidos pCEFL-HA@ o pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina silvestre
como los mutantes junto con el plasmido pCVM6-Coilina-Myc-Flag. Pasadas 48 horas, se
inmunoprecipité a la coilina con un anticuerpo a-Myc policlonal y se detect6 a HA-VRK1 en el
precipitado con un anticuerpo a-HA monoclonal.

Examinamos entonces, la colocalizacion e interaccién entre los distintos mutantes de
VRK1 y la proteina SMN. Para empezar, realizamos un ensayo de
inmunofluorescencia en células MCF-7, las cuales se transfectaron con los plasmidos
pCEFL-HAZ o pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina silvestre como los mutantes. Se
marcé a SMN con un anticuerpo monoclonal y a los mutantes de VRK1 con un
anticuerpo policlonal que reconoce al epitopo HA. Observamos el mismo patrén de
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marcaje para la VRK1 que en el ensayo anterior. Ademas, ninglin mutante afecté a la
localizacion de SMN, que se observd tanto disperso en el citoplasma como
concentrado en los cuerpos de Cajal o en las geminas (Figura 88 A). Ademas,
analizamos la interaccion de estos mutantes con SMN, tanto transfectada como
endogena. Con este fin, células HEK-293T fueron transfectadas con el plasmido
pCMV6-SMN-Myc-Flag junto con los diferentes mutantes de VRK1, sobreexpresados
con los plasmidos pCEFL-HA. Se inmunoprecipité a SMN y se detectd a los mutantes
en el precipitado. Observamos interaccion en todos los casos (Figura 88 B). Para
confirmar el resultado, realizamos el mismo ensayo de interaccion pero, en esta
ocasion, con SMN enddgeno. Asi, células HEK-293T se transfectaron con los
mutantes de VRK1 a través del plasmido pCEFL-HA-VRK1. Pasadas 48 horas, se
inmunoprecipitaron todos los mutantes con un anticuerpo a-HA policlonal y se detecté
a SMN enddgeno en el precipitado. Volvimos a ver que se producia interaccion en
todos los casos, concluyendo que las mutaciones en VRK1 no afectan a la interacciéon
de ésta con la proteina causante de la atrofia muscular espinal, SMN (Figura 88 C).
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Figura 88: Colocalizacién e interaccion entre SMN y los mutantes de VRK1. A. Células MCF-7
se transfectaron con los plasmidos pCEFL-HA@ o pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina silvestre
como los mutantes. Se procesaron los cubreobjetos para su marcaje y se detecté a SMN con el
anticuerpo monoclonal 610647 de BD Transduction Laboratories y a la VRK1 sobreexpresada
con un anticuerpo policlonal que detecta al epitopo HA. B. Interaccién entre SMN-Myc y los
mutantes de VRK1. Células HEK-293T se transfectaron con los plasmidos pCMV6-SMN-Myc-
Flag y pCEFL-HAQ o pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina silvestre como los mutantes. Pasadas
48 horas, se inmunoprecipit6 a SMN con un anticuerpo a-Myc policlonal y se detecté a HA-VRK1
en el precipitado con un anticuerpo a-HA monoclonal.C. Interaccién entre SMN endégeno y los
mutantes de VRK1. Células HEK-293T se transfectaron con los plasmidos pCEFL-HAQD o
pCEFL-HA-VRK1, tanto la proteina silvestre como los mutantes. Pasadas 48 horas, se
inmunoprecipité a VRK1 con un anticuerpo a-HA policlonal, y se detecté a SMN enddgeno en el
precipitado con el anticuerpo monoclonal 610647 de BD Transduction Laboratories.
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“La ciencia no es perfecta, con frecuencia

se utiliza mal, no es méas que una herramienta,
pero es la mejor herramienta que tenemos,

se corrige a si misma, esté siempre evolucionando
y se puede aplicar a todo. Con esta herramienta
conquistamos lo imposible.”

Carl Sagan







Discusion

1. Efecto del silenciamiento de VRK1 en la formacion de los

cuerpos de Cajal

VRK1 es una serina/treonina quinasa muy abundante en el ntcleo y regulada durante
la progresién del ciclo celular (Valbuena et al., 2008). Esta quinasa es necesaria para
la correcta salida de GO y entrada a la fase G1, fase en la cual aumentan sus niveles
proteicos y su actividad. Por otro lado, la coilina, proteina marcadora y de ensamblaje
de los cuerpos de Cajal, es una proteina regulada por metilaciones y fosforilaciones
que varia sus funciones y distribucién durante el ciclo celular (Carmo-Fonseca et al.,
1993; Hearst et al., 2009a; Hebert et al.,, 2002a; Toyota et al., 2010). Hasta el
momento, solamente han sido descritas tres quinasas que fosforilen a la coilina de
forma directa: la casein quinasa Il (CKIl) (Hebert and Matera, 2000a), la quinasa
Cdk2/ciclina E (Liu et al., 2000), y la quinasa humana VRK1 (Sanz-Garcia et al.,
2011b).

La primera relacion entre la familia de quinasas VRK y la coilina fue descrita a través
del array peptidico donde se mostré una posible fosforilacion en el residuo serina 184
de la coilina (Sanz-Garcia et al., 2011b). Este resultado se confirmd con ensayos
quinasa in vitro, en los cuales se pudo observar que existian mas residuos en la
coilina que eran fosforilados por la quinasa VRK1. Una vez supimos que existia una
fosforilacion directa en la coilina por la quinasa humana VRK1, quisimos estudiar si
habia una interaccién directa entre ambas proteinas. Este resultado fue confirmado a
través de ensayos de co-inmunoprecipitacion, tanto con proteinas enddégenas como
transfectadas. Sabemos que VRK1 es una quinasa mayoritariamente nuclear, debido
a su NLS en la region carboxilo terminal (Kang et al., 2007; Valbuena et al., 2007b;
Vega et al., 2004), y, por otro lado, la coilina, se localiza libre en el nucleoplasma o
bien agregada formando los cuerpos de Cajal (Whittom et al., 2008a). Asi, nuestra
siguiente cuestion fue determinar si la interaccion entre VRK1 y coilina se estaba
produciendo dentro de los cuerpos de Cajal o de forma libre en el nucleoplasma. Para
ello, se aislaron y concentraron los CBs (Lam et al., 2002) y observamos que VRK1 no
se localizaba dentro de estos compartimentos nucleares o bien que lo hacia de forma
minoritaria. Debido a la poca cantidad de muestra obtenida en cada aislamiento quedo
pendiente marcar a otros componentes de los CBs, tales como SMN. Asi, con estos
resultados, postulamos que la interaccion entre ambas proteinas podria tener un
efecto previo a la formacién de los cuerpos de Cajal, o bien participar en alguna
funcién independiente a dicho compartimento. Una posibilidad se plantea en el hecho

de que VRK1 es una quinasa que actla en la remodelaciéon de la cromatina y sobre
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las histonas y actla en respuesta al dafio en el ADN (Kang et al., 2007; Salzano et al.,
2015), y, la coilina también es esencial en la respuesta a dafio por irradiacion o
cisplatino, inhibiendo la actividad de la ARN polimerasa 1 (Gilder et al., 2011), ademas
de que los cuerpos de Cajal se ha observado que se asocian a la cromatina cuando
hay transcripcion (Platani et al., 2002).

La formacion de los cuerpos de Cajal es producida por la oligomerizacién de la coilina,
mientras que durante la mitosis, su hiperfosforilacién impide la oligomerizacion y, por
lo tanto, se produce su desensamblaje (Hebert and Matera, 2000a). Asi, este
compartimento nuclear se modifica durante el ciclo celular por quinasas aun
desconocidas. En este trabajo de tesis doctoral, hemos querido investigar el
mecanismo por el cual VRK1 regula la formacion de los cuerpos de Cajal a través de
la fosforilacion de la coilina.

Sabiendo que VRK1 fosforila a la coilina, y que ambas interaccionan en el
nucleoplasma, pensamos, en primer lugar, que quizas esta fosforilacion tuviera algin
efecto en la formacion de los cuerpos de Cajal. Analizando mediante electroforesis y
Western blot las fracciones obtenidas por HPLC, podemos estudiar el tamafio de los
complejos proteicos en los que estan nuestras proteinas de interés. De este modo,
pudimos observar que la coilina se sita tanto en complejos de alto peso molecular
(670kDa) como de peso molecular medio (158kDa). Sin embargo, el silenciamiento de
VRK1, desplaza a la coilina casi por completo a complejos de peso molecular medio,
dejando de estar presente en los de alto peso molecular. Pensamos que este
complejo de aproximadamente 158kDa pueda ser la unidad béasica a partir de la cual
se generan los cuerpos de Cajal, y que, esta formacion, es VRK1 dependiente. Para
que se formen correctamente los cuerpos de Cajal, la coilina debe oligomerizar con
ella misma, hecho que se inhibe durante la mitosis por hiperfosforilacion (Carmo-
Fonseca et al.,, 1993; Hebert and Matera, 2000a). El hecho de que, al silenciar a
VRK1, se estuviera afectando dicha oligomerizacion, nos hizo plantearnos si pudieran
estarse afectando, en consecuencia, los cuerpos de Cajal. A través de ensayos de
inmunofluorescencia, pudimos observar como el silenciamiento de VRK1 producia la
desaparicion de los cuerpos de Cajal en varias lineas celulares, sin afectarse los
niveles proteicos de proteina, a los tres dias del silenciamiento. Asi, el patron que se
detecta al marcar a la coilina en células control, nos muestra unos puntos discretos y
brillantes en el ndcleo celular, mientras que, al silenciar a VRK1, estos
compartimentos desaparecen. El hecho de no ver casi a la poblacién de coilina libre
en nucleoplasma es debido a que estamos utilizando un microscopio confocal y que,

ademas, la sefial se detecta cuando tenemos a la proteina oligomerizada y
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estructurada formando el cuerpo de Cajal, de tal forma que, al desensamblarse éste,
la sefial dispera es mucho menos detectable en este tipo de microscopio. Asi, en la
bibliografia, encontramos mas inmunofluorescencias donde se ve de la misma forma a
la coilina, siempre visible cuando esta formando el CB y sin casi sefial detectable
cuando esta desoligomerizada (Mahmoudi et al., 2010). Ademas, también varia
mucho dependiendo de la linea celular, por ejemplo, en la linea de neuroblastoma
humano SH-SY5Y la coilina tiene una sefial mas dispersa, con mas fondo. Es por este
motivo que también se analizaron mediante Western blot los niveles proteicos de la
coilina, los cuales permanecian estables a los tres dias de silenciamiento. De este
modo, al silenciar a VRK1 durante tres dias, la coilina sigue estando presente en la
célula igual que en condiciones control, sin embargo, ya no esta oligomerizada y
formando el cuerpo de Cajal, sino que se encuentra disgregada por el nucleoplasma.
Este mismo efecto en los CBs se observa al silenciar a otros componentes de éstos,
como por ejemplo, a Fam118, uno de los descubiertos mas recientemente. Cuando
utilizan un siARN especifico para esta proteina, se dejan de observar cuerpos de
Cajal en el nicleo, aunque los niveles de coilina sigan constantes (Li et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, en el chip peptidico donde se postuld a la coilina
como diana de fosforilacion de las VRK, aparecio tanto para VRK1 como para VRK2.
Debido a este resultado, y antes de continuar con mas ensayos estudiando a VRK1,
quisimos investigar si VRK2 también tenia algun efecto en los CBs. No observamos
ningun cambio en éstos al silenciar a VRK2. De hecho, si bien VRK1 y VRK2, debido
a su alta homologia del dominio catalitico, tienden a compartir sustratos in vitro, las
diferencias en su extremo carboxilo terminal, responsable de su diferente localizacién
subcelular, hacen que difieran en sus sustratos fisioldgicos in vivo. Como ejemplo,
sabemos que las tres quinasas fosforilan al factor de transcripciéon p53 in vitro, pero
tan solo VRK1 y VRK2B pueden activarlo transcripcionalmente (Blanco et al., 2006a).

El siguiente aspecto que quisimos estudiar fue si el efecto que se obtenia en los
cuerpos de Cajal al silenciar a VRK1 era actividad quinasa dependiente. Muchas
veces, el efecto de una quinasa no depende de la fosforilacion de su sustrato, sin6 de
la simple presencia de la quinasa que juega un papel fundamental interaccionando
con otras proteinas, permitiendo o inhibiendo una determinada accién. Para estudiar
este aspecto, realizamos ensayos de rescate de fenotipo, en los que una vez tenemos
el efecto provocado por el silenciamiento de la quinasa, sobreexpresamos tanto la
forma activa como inactiva de VRK1. Vimos que la desaparicion de los CBs al
silenciar a VRK1 se recuperaba al sobreexpresar de nuevo a la quinasa silvestre

(tanto la humana como la murina), no obteniéndose el rescate de fenotipo con una
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quinasa inactiva. Con este dato, confirmamos que es necesaria la actividad de la

quinasa para recuperar el ensamblaje de los cuerpos de Cajal.

Se sabe que la coilina es una proteina con mdltiples residuos de fosforilacién, sin
embargo, poco se conoce acerca de los efectos o funciones de cada uno de ellos.
Esta descrito que la fosforilacion en la serina 489 esta implicada en la interaccion de
la coilina con el ARN (Broome et al.,, 2013), ademas de que puede contribuir al
desensamblaje de los CBs (Carrero et al.,, 2011). La fosforilacion en la regién
carboxilo terminal de la coilina modula su interaccion con el complejo SMN y las
proteinas Sm (Toyota et al., 2010). Sabiendo la importancia de la fosforilacion en el
residuo serina 184 de la coilina por VRK1, quisimos estudiarlo mas a fondo. Es un
residuo que se fosforila durante la mitosis, fase en la que los cuerpos de Cajal estan
desensamblados. Una vez se vuelven a formar en la fase G1 intermedia, este residuo
de fosforilacion vimos que no era esencial para su mantenimiento, de tal forma que
podia ser defosforilado, por alguna fosfatasa aln desconocida. Una buena candidata
podria ser la fosfatasa PPM1G, al ser la Unica fosfatasa descrita que modifica
directamente a la coilina, jugando un papel clave en la localizacion de SMN (Hearst et
al., 2009b). A través de ensayos quinasa vimos que este residuo serina 184 disminuia
su fosforilacion al silenciar a VRK1 o bien en células privadas de suero en el medio,
condicion en la que VRK1 pierde su actividad, por el contrario, permanecia fosforilado
durante la mitosis, fase en la que VRK1 tiene mayor actividad y niveles proteicos. Con
todos estos datos pensamos que esta fosforilacion podria ser clave en la formacion de
los cuerpos de Cajal después de la mitosis y que, una vez formados, este residuo se
defosforila debido a que no es esencial para su mantenimiento (Figura 89). Se deberia
estudiar qué otros residuos de fosforilacion son necesarios para el mantenimiento de

los cuerpos de Cajal y que quinasas son las encargadas de fosforilarlos.
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Figura 89: Esquema representativo de la fosforilacion del residuo serina 184 de la coilina por la
quinasa humana VRK1.
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2. Degradacion de la coilina en el proteasoma

Al silenciar a la quinasa humana VRK1, en un primer momento, observamos una
desoligomerizacion de la coilina (a través de ensayos de HPLC) y, en consecuencia,
la desaparicion de los cuerpos de Cajal. Sin embargo, al analizar los niveles proteicos
de coilina a los tres dias de silenciamiento, no detectamos ningin cambio en éstos.
Decidimos analizar los niveles proteicos de coilina, esta vez dejando cinco dias el
silenciamiento de la quinasa. Realizamos este ensayo debido a que muchas veces el
efecto del silenciamiento de una proteina sobre los niveles de una segunda, se
observa en periodos de tiempo mas largos, debido a que un efecto es consecuencia
del otro. A través de ensayos de Western blot vimos que, a los cinco dias de
silenciamiento de VRK1, se producia una bajada drastica en los niveles de coilina.
Esta disminucion podria deberse a dos motivos: el primero, a que el silenciamiento
estuviera afectando a la expresion del gen de la coilina y, el segundo, a que estuviera
afectando a nivel postraduccional favoreciendo su degradacion.

A través de ensayos de gRT-PCR confirmamos que el silenciamiento de VRK1 no
estaba afectando la expresion del gen de la coilina, ni a los tres ni a los cinco dias de
silenciamiento. De esta manera, descartabamos la primera hip6tesis. En
consecuencia, nos centramos en la segunda posibilidad, es decir, que el
silenciamiento de VRK1 estuviera afectando de manera postraduccional a la coilina.
La via mayoritaria de degradacion de proteinas es la via ubiquitina-proteasoma. Esta
degradacion mantiene el balance de los niveles proteicos, para mantener la
homeostasis celular y ayudar a diferentes procesos tales como el ciclo celular, la
diferenciacion, la apoptosis o la expresion génica (Lecker et al., 2006). En una primera
aproximacion, vimos cémo los inhibidores del proteasoma MG132 (inhibidor
reversible) y lactacistina (inhibidor irreversible), eran capaces de revertir el efecto del
silenciamiento de VRK1 en los cuerpos de Cajal. Este efecto se producia solamente a
los tres dias de silenciamiento, mientras que a los cinco dias ya no se revertia el
efecto. Esto nos puede estar indicando que a los cinco dias de silenciamiento de
VRK1 la mayoria de la coilina ya ha sido degradada y, por lo tanto, no recuperamos la
formacion de los cuerpos de Cajal al afiadir los inhibidores. Analizamos otras vias de
degradacion proteica como, por ejemplo, la via lisosomal. Sin embargo, al afadir
cloroquina a las células (farmaco que aumenta el pH del lisosoma inactivando sus
enzimas), no recuperabamos los niveles proteicos de coilina ni se volvian a formar

cuerpos de Cajal (resultados no mostrados), descartando este tipo de protedlisis.
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Nuestra siguiente pregunta fue la siguiente: estos cuerpos de Cajal que se vuelven a
fomar al afiadir los inhibidores, ¢estan formados exclusivamente por coilina
nuevamente oligomerizada o contienen otros componentes como, por ejemplo, SMN?
Pensamos en SMN debido a que es una de las proteinas mas importantes
funcionalmente dentro del cuerpo de Cajal. Pudimos detectar por ensayos de
inmunofluorescencia que en estos CBs formados al inhibir el proteasoma se detectaba
a SMN, dato que nos sugeria que no son simples agregados de coilina y que pueden

ejercer sus funciones de forma eficiente.

Hasta ahora, solo existen datos predictivos acerca de la ubiquitinacion de la coilina. A
través de técnicas protedmicas se detectaron dos lisinas en su secuencia como
candidatas a ubiquitinarse (K473 y K493), sin existir ensayos in vitro para su
verificacion (Kim et al., 2011). Solo existe una relacion entre la coilina y una proteina
con estructura homodloga a la ubiquitina: UBL5. Sin embargo, parece que la
interaccion entre ambas, que es independiente del estado de fosforilacion de la
coilina, esta involucrada en el proceso de splicing de pre-ARNm y no en la

modificacién postraduccional de proteinas (Sveda et al., 2013).

Para confirmar que la coilina se ubiquitinaba, realizamos ensayos de ubiquitinacion,
donde detectamos, al menos, su mono y bi-ubiquitinacion. Esta bi-ubiquitinacion se
detectaba al transfectar la ubiquitina ligasa Mdm2, dato que nos hizo plantearnos la
posibilidad de que fuera una de sus posibles enzimas ligasa. Mediante ensayos de
inmunoprecipitacién, Western blot e inmunofluorescencia, pudimos confimar que la
coilina y Mdm2 interaccionaban, de manera independiente a VRK1, y que se
encontraba a Mdm2 en algunos cuerpos de Cajal, colocalizando. Se deberia hacer un
nuevo aislamiento y purificacion de cuerpos de Cajal, para poder determinar si hay
ubiquitina y Mdm2 dentro de éstos, debido a que solo tenemos resultados
preliminares de inmunofluorescencias donde se ve que tanto la ubiquitina como Mdm2
colocalizan en los cuerpos de Cajal al afiadir MG132 a las células (datos no

mostrados).

Existen 7 residuos de lisina en la ubiquitina que pueden formar cadenas (K6, K11,
K27, K29, K33, K48 y K63). Dependiendo del residuo de lisina utilizado en la
ubiquitinacién, el destino de la proteina sustrato sera diferente. Por ejemplo, la
formacion de cadenas a través de lisina 48 marca a la proteina para su degradacion
en el proteasoma, mientras que cadenas formadas por lisina 63 modifican la
localizacién de una proteina o ayudan al reclutamiento de otras (Pickart and Eddins,

2004). Una vez supimos que la coilina se ubiquitinaba a través de la ubiquitina ligasa
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Mdm2, quisimos saber a través de qué residuo de lisina se estaban formando las
cadenas de ubiquitinacion. A través de ensayos de inmunoprecipitacion y Pull-Down
de histidinas, comprobamos que se estaban formando cadenas a través de la lisina
48, y no de la lisina 63 (GUnicos mutantes que pudimos analizar). Este dato nos
confirmaba que efectivamente la coilina se estaba marcando para su degradacion en
el proteasoma. En trabajos futuros quedaria investigar, a través de ensayos con el
resto de mutantes si, ademas de cadenas de lisina 48, se estuvieran formando otro
tipo de cadenas que llevaran a la coilina a otros destinos. Una posibilidad seria el
reclutamiento de la coilina a los focos de reparacion del ADN. Se ha descrito que la
coilina se recluta de manera casi inmediata (15-20 segundos) a una lesion en el ADN
después de irradiacién (Bartova et al., 2014). Este proceso podria ser una respuesta
primaria para atraer a las proteinas implicadas en la respuesta a roturas de doble
cadena, como yH2AX o 53BP1, proteinas reguladas por VRK1 (Salzano et al., 2015;
Sanz-Garcia et al.,, 2012). Asi, seria muy interesante investigar si en la coilina se
forman cadenas de ubiquitinas a través de lisinas implicadas en la respuesta a dafio
en el ADN, como las lisinas 6 0 27 (Gatti et al., 2015; Messick and Greenberg, 2009;

Praefcke et al., 2012) y qué funciones tendria.

Si el silenciamiento de VRK1 produce el desensamblaje de los cuerpos de Cajal,
favoreciendo la ubiquitinacion y degradacion de la coilina en el proteasoma, cabe
esperar que la fosforilacion de la quinasa esté, de alguna manera, protegiendo a la
coilina de su degradacion. Es por este motivo que quisimos estudiar mas a fondo el
residuo de fosforilacion serina 184, a través de los mutantes Ser184Ala (un mutante
no fosforilable) y Serl84Glu (mutante fosfomimético). Mediante ensayos de
inmunoprecipitacién y Western blot, pudimos comprobar que el mutante no fosforilable
S184A es mas sensible a la degradacion inducida por la ubiquitina ligasa Mdm2, y se
ubiquitina mas; sin embargo, el mutante fosfomimético se ubiquitinaba menos. Estos
resultados nos indican que la fosforilacion en esta serina de la coilina por la quinasa
VRK1 la protege de su degradacion. Se deberian realizar otros ensayos para estudiar
mas a fondo esta fosforilacion. Esta descrito que esta serina 184 se encuentra dentro
de una sefial de localizacidon nucleolar (NoLS) que en condiciones fisiolégicas se
encuentra encriptada. Cuando este residuo no se fosforila (mutacién Ser184Ala), se
expone esta NoLS, dirigiendo a la coilina hacia el nucléolo (Hebert and Matera,
2000a). Sin embargo, aun se desconocen las funciones o consecuencias que tiene

este cambio de localizacién de la coilina hacia el nucléolo.

El nucléolo es lugar de sintesis de los ARNr, y participa ademas en otras funciones,

como en el control de la fisiologia y homeostasis celular. Las alteraciones en la
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actividad nucleolar, llamadas “estrés nucleolar” estan siendo actualmente muy
investigadas en el ambito neuronal. Estudios muestran que las funciones nucleolares
son esenciales para la supervivencia neuronal, ademas de participar en el control de
la actividad mitocondrial y en la respuesta a estrés celular, puntos criticos en
enfermedades neurodegenerativas (Parlato and Kreiner, 2013). De hecho esta
descrito que, bajo condiciones de estrés, aumenta el nimero de proteinas que se

desplazan a este compartimento (Figura 90) (Boulon et al., 2010).

Normal Estrés

Nucléolo

Log2(H/L)

Citoplasma

Log2(M/L)

Figura 90: Aumento de proteinas en el nucléolo bajo condiciones de estrés celular. Las células
se marcan con un isétopo que contiene amino&cidos (SILAC) y se analizan por LC-MS/MS. Asi
se analiza en qué compartimento se encuentran las proteinas en las condiciones de estudio
(Boulon et al., 2010).

Se sabe que los cuerpos de Cajal se deslocalizan y forman agregados perinucleolares
bajo condiciones de estrés y, concretamente, la coilina se redistribuye al nucléolo.
Este suceso se ha visto, por ejemplo, en motoneuronas de atrofia muscular espinal de
tipo 1 (Tapia et al., 2012). Ademas, los CBs que restan, no reclutan a SMN ni a las
RNPs, mientras que acumulan PA28, un activador del proteasoma, asociado a estrés
celular. En estas motoneuronas con SMA, aumentan también los PMLs, cuerpos
nucleares asociados a respuesta a estrés celular (Lallemand-Breitenbach and de Thé,
2010). Por todos estos datos, seria de gran interés estudiar méas a fondo el residuo de
fosforilacion serina 184 de la coilina y, en qué condiciones, una vez se ha

defosforilado, se dirige al nucléolo o se degrada en el proteasoma.
Como se explico anteriormente en este trabajo, la coilina es una proteina con

multiples residuos de fosforilacion descritos, de los cuales, en la gran mayoria, se

desconocen las funciones o efectos. Estos residuos se clasifican en 4 grupos segun la
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region de la proteina donde se localizan (Carrero et al., 2011). Asi, tenemos al grupo 1
gue se localiza en la regién que contiene la sefial de localizacion nuclear y la sefial de
localizacién nucleolar encriptada. El segundo grupo, se sitia en el centro de la
proteina y contiene multiples acidos glutamicos y asparticos, que, sumado a las
fosforilaciones en estos residuos, generan una region muy negativa, que puede
producir cambios de conformacién o interaccién con otras proteinas. El tercer grupo,
se localiza en la caja RG, zona de unién con SMN y Sm, vy, finalmente, el cuarto
grupo, que se localiza en la region carboxilo terminal de la coilina, responsable de
regular el nimero de CBs por célula.

Utilizamos un programa de prediccion de residuos de fosforilacion para determinar
qué otros residuos eran candidatos a ser fosforilados por las VRK, con alta
probabilidad (Xue et al., 2008). El de mayor puntuacion fue la serina 184, sin
embargo, otros residuos, tanto serinas como treoninas, fueron identificados como muy
probables de ser fosforilados (Figura 91). Seria interesante poder realizar mutantes de
los mas significativos, como la Serl59 o la Thr289, para analizar qué efectos
producen sus mutaciones o si son esenciales para la formacién del cuerpo de Cajal,
ya que son datos que, hoy en dia, se desconocen.

5 CKI/VRK ***MAASETVRLRL 7.6
157 T CKI/VRK PKAVTDQTVSKKNKR 5.8
159 S CKI/VRK AVIDQTVSKKNKRKN 9.1
169 T CKI/VRK NEKRKNKATCGTVGDD 5.9
184 ) CK1I/VRK NEEAKRKSPKKKEKC 11,8
202 S CKI/VRK KKAKNPKSPKVQAVEK 74
237 S CKI/VRK ARRKGSVSVCSKESP 5.7
240 5 CKI/VRK KGSVSVCSKESPSSS 6
271 S CKI/VRK VILEARNSSEKLPTE 72
285 S CKI/VRK ELSKEEPSTKNTTAD 6.3
286 T CKI/VRK LSKEEPSTKNTTADK 6.5
289 T CKI/VRK EEPSTENTTADKLAI 10,3
290 T CKI/VRK EPSTKNTTADKLAIK 7.2
305 S CKI/VRK LGEFSLTPSKGKTSGT 5.6
310 5 CKI/VRK TPSKGKTSGTTSSSS 5.8
312 T CKI/VRK SKGKTSGTTSSSSDS 6.3
313 T CKI/VRK KGKTSGTTSSSSDSS 7
314 5 CKI/VRK GKTSGTTSSSSDSSA 8.6
315 S CKI/VRK KTSGTTSSSSDSSAE 7.5
316 S CKI/VRK TSGTTSSSSDSSAES 6.3
370 S CKI/VRK GAAGWRRSGSNGGGQ 6.7
382 5 CKI/VRK GGQAPGASPSVSLPA 6.4
545 T CKI/VRK EVVEYAVTQESKITV 6.3

Figura 91: Prediccion de los posibles residuos de fosforilacion en la coilina por la familia de
quinasas humanas CK1/VRK utilizando el programa GPS 2.0 (Xue et al., 2008).

143



Discusion

Otra modificacién postraduccional que nos gustaria estudiar es la sumoilacion.
SUMO-1 y la SUMO ligasa Ubc9 colocalizan transitoriamente en los CBs en células
neuronales no diferenciadas (Navascues et al., 2008). Ademas, en neuronas de tejido
nervioso adulto, SUMO-1 se localiza en los cuerpos de Cajal en respuesta a estrés
osmético o cuando se inhibe la actividad metiltransferasa celular. En estos CBs
también se encuentra SMN o las RNPs, por lo que se sabe que son funcionales. Se
postula asi que la sumoilacion de la coilina pueda jugar un papel en la reorganizaciéon
de los CBs en la diferenciacion neuronal o en la respuesta a estrés (Navascues et al.,
2008). Estos datos, junto con el hecho de que la sumoilacién puede ser regulada por
fosforilacion, nos hicieron pensar en una posible regulacion de VRK1 en la
sumoilacion de la coilina. Ademas, mediante programas de prediccion, se detectd una
sefial candnica de tipo 1 de sumoilacién (y-K-X-E, g: aminoacido hidrofébico grande)
en la posicion 84 de la coilina (LRVKLEE), dentro del dominio de auto-interaccion.
Tenemos resultados preliminares donde hemos visto la interaccion de la coilina con
SUMO (SUMO 1, 2 y 3) a través de ensayos de Pull-down in vitro. Estos ensayos se
realizaron afiadiendo NEM (N-Ethylmaleimide) al tampdn de lisis. Este compuesto
bloquea la sumoilacion y favorece la detecciéon de las proteinas sumoiladas. Falta
mucho por hacer para poder determinar si esta interaccion se afecta por la
fosforilacion de VRK1 en la coilina e investigar sobre las posibles funciones de esta

modificacion.

Finalmente, investigamos acerca de donde estaba produciéndose todo este proceso
de ubiquitinacién y degradacion de la coilina. Como se explicé anteriormente, la
coilina esta descrita como una proteina exclusivamente nuclear, ya sea de forma libre
en el nucleoplasma o formando los cuerpos de Cajal. Solamente en oocitos de
Xenopus se ha detectado trafico de coilina entre citoplasma y nudcleo, proceso que
nunca ha sido visto en células humanas (Almeida et al., 1998; Bellini and Gall, 1999).
A través del programa de prediccion de sefiales de exporte nuclear (la Cour et al.,
2004), detectamos una secuencia candidata en la coilina; entre los aminoacidos 296-
302. Este dato nos daba la posibilidad de que, al menos parte del proceso de
ubiquitinacién o degradacion, se estuviera produciendo en el citosol. Efectivamente
confirmamos que la coilina estaba siendo exportada en algin momento al citosol, ya
que al tratar las células silenciadas para VRK1 con el inhibidor del exporte nuclear
leptomicina B, volviamos a ver coilina dentro del nlcleo. Esta coilina no llegaba a
formar cuerpos de Cajal similares a una célula control, sino que teniamos a la coilina
acumulada en el nucleoplasma de forma difusa. Una de las hipétesis a este resultado
nos la sugiere el trabajo publicado por Carvalho y colaboradores, quienes vieron que

al tratar las células durante tres horas con leptomicina B no se formaban cuerpos de
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Cajal de novo. Una vez las células terminan la mitosis y vuelven a entrar en fase G1,
momento en que se da la formacién de los CBs, las células tratadas con el inhibidor
del exporte nuclear no son capaces de formar CBs como lo hacen las células control
(Carvalho et al., 1999a). Esta podria ser una explicacién de por qué no tenemos casi
cuerpos de Cajal aunque veamos coilina acumulada de nuevo en el nicleo. Sin
embargo, se deberian hacer mas ensayos debido a que la dosis utilizada en este
trabajo (0,2nM) es muy inferior a la usada en el trabajo de Carvalho (30nM), y también
hay diferencia en los tiempos de duracion del tratamiento. Es posible que si
observaramos a las células durante méas tiempo volviéramos a detectar cuerpos de
Cajal, este es un dato que se deberia analizar mas a fondo. Ademas, seria interesante
realizar una mutacion en esta posible sefial de exporte nuclear en la coilina para

confirmar que realmente funciona como tal.

Como resumen de este apartado (Figura 92), planteamos que la fosforilacion de VRK1
en el residuo serina 184 de la coilina se produce durante la mitosis, antes del
ensamblaje de los cuerpos de Cajal. Una vez formados, este residuo puede
defosforilarse por fosfatasas aun desconocidas. Cuando silenciamos a VRK1 o ésta
pierde su actividad por falta de suero en el medio de cultivo, la coilina, en un primer
momento, se desoligomeriza (efecto que produce el desensamblaje de los cuerpos de
Cajal), y, posteriormente, se ubiquitina a través de lisinas 48 por la ubiquitina ligasa
Mdm2, al menos con dos ubiquitinas. Esta coilina, debido a la existencia de su sefial

de exporte nuclear, se dirige al citosol donde se degrada en el proteasoma.
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Figura 92: Esquema del modelo que planteamos en este trabajo acerca de la fosforilacién de la coilina por VRK1 y de su degradacion en el proteasoma.
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3. Efecto del silenciamiento de VRK1 en la proteina causante de

la atrofia muscular espinal SMN

La atrofia muscular espinal (SMA) es la principal causa genética de muerte infantil, y
esta causada por la mutacion en el gen SMN1. SMN es una proteina que forma parte
de un gran complejo necesario para la biogénesis de ribonucleoproteinas (RNPs), las
cuales son indispensables en los procesos de splicing celular. Esta descrito que SMN
interacciona directamente con la coilina, y que esta interaccion es necesaria para el

reclutamiento de SMN a los cuerpos de Cajal (Hebert et al., 2001a).

A través de ensayos de inmunoprecipitacion determinamos la interaccion entre SMN y
la quinasa humana VRK1. Sin embargo, sabiendo que SMN interaccionaba con la
coilina, quisimos descartar que la interaccién que veiamos entre SMN y VRK1 no
fuera indirecta, debido a que la coilina formara un puente entre ambas. Vimos que
existia una union directa entre SMN y VRK1, ya que al silenciar a la coilina con un

ARN de interferencia especifico se seguia produciendo la interaccion.

A pesar de que el papel de esta proteina en la biogénesis de RNPs sea un proceso
bien caracterizado y estudiado, a dia de hoy poco se conoce acerca de su regulacion
o modificaciones postraduccionales. Recientemente se ha publicado un mapa de
fosforilaciones del complejo SMN, donde se han identificado mas de 40 residuos, 7 de
ellos en SMN y el resto en las geminas, siendo la gemina 3 la mas fosforilada con 13
residuos descritos. Estas fosforilaciones pueden afectar a la actividad del complejo,
como las de las serinas 28 y 31 (Grimmler et al., 2005) y también a su localizacion
subcelular. Ademas, se ha visto que algunas tirosinas han sido relacionadas con
tumores de pulmoén. Si se generan mutantes sin estas tirosinas, SMN no se localiza en
el nucleo y, por lo tanto, en los cuerpos de Cajal (Husedzinovic et al., 2014). El hecho
de que VRK1 sea una quinasa, nos hizo plantearnos si pudiera estar fosforilando a
SMN. Sin embargo, no observamos fosforilacion en SMN por VRK1 en ninguna fase
del ciclo celular, sugiriendo que la interacciéon entre ambas y la funcién que realicen

juntas es de manera actividad quinasa independiente.

Si el silenciamiento de VRK1 produce la desoligomerizacion de los cuerpos de Cajal,
cabe esperar que el SMN acumulado en ellos se deslocalice. Este efecto se ve
también al silenciar a WRAP53. El gen WRAP53 genera un transcrito antisentido de
p53 que regula a este factor de transcripcion, de igual modo que lo hace VRKLI.

Ademas, codifica a una proteina que dirige a los ARN especificos del cuerpo de Cajal
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(scaARNSs) a este compartimento. Se ha descrito que WRAP53 interacciona con la
cailina, con SMN y con la importinaf, responsable del importe al nicleo del complejo
SMN junto con las RNPs. Cuando se silencia a WRAP53, los CBs se desorganizan y
SMN se acumula en citoplasma debido a que no puede permanecer en el nucleo.
Ademas, la interaccion entre WRAP53 y SMN se ve reducida en pacientes con SMA,
sugiriéndose un posible papel de esta interaccion en la patologia (Mahmoudi et al.,
2010).

Quisimos evaluar si el silenciamiento de VRK1 también estaba produciendo esta
deslocalizacion de SMN. En condiciones control, SMN tiene un marcaje difuso por el
citoplasma y en el nlcleo aparece como puntos discretos que pueden colocalizar con
los cuerpos de Cajal o0 no, cuando se trata de las geminas. Sin embargo, al silenciar a
VRK1, se produce un aumento de fluorescencia en el citosol y solo permanecen en el
nudcleo algunos puntos discretos correspondientes a las geminas, ya que en éstos no
se detecta a la coilina. Este cambio de localizacién se detectd también realizando un
fraccionamiento citosol — nucleo, confirmando que se producia una salida de SMN al
citosol al desensamblarse los cuerpos de Cajal como consecuencia del silenciamiento
de VRK1. Finalmente, estudiamos si el silenciamiento de la coilina producia el mismo
efecto en SMN que el silenciamiento de VRK1. Vimos por inmunoflurescencia que se
producia la salida de SMN al citosol en ambos casos, confirmando que era el
desensamblaje de los cuerpos de Cajal el hecho que obligaba de alguna manera a

SMN a salir al citosol.

A modo de resumen, planteamos el siguiente modelo (Figura 93): cuando VRK1
fosforila a la coilina y el cuerpo de Cajal esta formado, SMN puede acumularse en
éste a través de la interaccion con la coilina, o bien permanecer en las geminas. Sin
embargo, al silenciar a VRK1, el desensamblaje de los CBs produce que el SMN
nuclear sea exclusivamente el de las geminas, mientras que el que estuviera en los

CBs sale fuera al citosol, un efecto inhibido por la leptomicina B.
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Figura 93: Esquema de la salida al citosol de SMN por el silenciamiento de VRK1.
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Cuando observamos la salida de SMN al citosol, parece que la fluorescencia que
aumenta es mucho mayor que la que desaparece en el nlcleo, sin embargo, los
niveles totales de la proteina detectados por Western blot no varian. Por este motivo,
nos planteamos si se estaba produciendo algun tipo de aumento de SMN o
estabilizacion. Se sabe que la estabilidad de SMN viene determinada
mayoritariamente por su capacidad de oligomerizacién, la mutacion de los exones que
codifican para los dominios de autointeraccién o interaccion con las geminas producen
la disminucién en la vida media de la proteina (Burnett et al., 2009). De este modo,
nuestra primera cuestion fue determinar si VRK1 estaba afectando a la estabilidad
proteica de SMN, de forma dependiente 0 no a su oligomerizacion. A través de
ensayos con cicloheximida confirmamos que el silenciamiento de la quinasa no estaba
afectando a la estabilidad proteica del SMN enddgeno, el cual empezaba a disminuir
entre 48 y 72 horas, demostrandose que es una proteina estable. Se podrian realizar
ensayos de HPLC silenciando a VRK1 y observando si los complejos en los que se
encuentra SMN se desplazan a menor peso molecular o no, lo que podria indicar una

menor oligomerizacion.

Esta estabilidad de SMN est4 controlada, en parte, por la proteina quinasa A (PKA).
Este dato se vio a través del estudio donde la estimulacion con AMP ciclico (CAMP)
aumentaba los niveles de SMN. Ademas, al tratar las células con forskolina (un
activador de la adenilato ciclasa), y, en consecuencia, aumentar los niveles de cAMP,
se acumula SMN en fibroblastos derivados de paciente con SMA (Burnett et al.,
2009). Para explicar estos datos, existen dos hipotesis principalmente. En el afio
2004, se identificaron dos dominios CRE (elementos de respuesta a cAMP) en el
promotor de SMN. Estos dominios interaccionan con las proteinas de union a
dominios CRE, la familia de proteinas CREB. La estimulacién con forskolina, induce el
aumento de cAMP y, por consiguiente, la activacion del promotor, al igual que la
sobreexpresion de la proteina CREB1 (Majumder et al., 2004). Sin embargo, en el afio
2009, se realizaron ensayos de gRT-PCR para analizar los niveles de ARNm de SMN
después del tratamiento con forskolina y no se detectaron cambios, sugiriendo una
induccion post-transcripcional. Ademas, los niveles de SMN también aumentan al
sobreexpresar PKA constitutivamente activa, indicando que la quinasa esta por debajo

de la ruta inducida por la forskolina (Burnett et al., 2009).

A través de ensayos de qRT-PCR observamos que al silenciar a la quinasa VRK1
aumentaban los niveles de ARNm de SMN, mientras que al sobreexpresar a la
quinasa mediante infeccién los niveles se reducian de manera significativa. Este
resultado podria ser debido a que VRK1 fosforila la serina 133 de CREB1, facilitando

150



Discusion

su union a los dominios CRE del promotor, al igual que pasa con la activacién del
promotor de la ciclina D1 por VRK1 (Kang et al., 2008b). En este caso, la union de
CREB1 al promotor inactivaria la transcripcion por algin mecanismo ain
desconocido, de tal forma que al silenciar a la quinasa se activara el promotor de
SMN. Es posible que la fosforilacion en CREB1 no sea en la serina 133. Se postula
que la fosforilacion en la serina 142 bloquea la activacion de la transcripcién de genes
debido a que no se forma el complejo CREB-CBP (un co-activador) in vitro (Mayr and
Montminy, 2001). Para confirmar este resultado, se podria mutar el sitio CRE del
promotor y realizar ensayos de qRT-PCR, para observar si VRK1 sigue teniendo
efecto en el promotor o si, por el contrario, no es dependiente de la fosforilacion de
CREB1. Ademés, se clond el promotor del gen SMN1 (1000 pares de bases
upstream) en un vector que contiene el gen de la luciferasa, para confimar los
resultados de las qRT-PCR. Nuestro objetivo es observar si al silenciar a VRK1 se
obtiene una mayor actividad del promotor o si, por el contrario, al sobreexpresar a la
quinasa el promotor se vuelve mas inactivo. Aln no tenemos conclusiones definitivas
debido a que solo poseemos datos preliminares, en los que no se observaron cambios
significativos. Esto podria deberse a que los elementos en los que actda la quinasa no
se encontraran en estas 1000 pares de bases, sin6 en dominios mas lejanos al gen
SMN1. Quizds VRK1 fosforile o interaccione directamente con otros factores de
transcripcidon que actden mas upstream del gen, impidiendo su transcripcion (Figura
94).

WRKD VRK
/B ®/ \®
VRKL) X
[ & &) |
_— SMN1
X? X? I CRE | Spl CRE Il
-1000pb

Do Do
) L2d
—_—— '- _l-—r SMN1 |
X? X? CRE | Spl CREII

-1000pb

Figura 94: Hipo6tesis de por qué VRK1 afecta a la expresién del gen SMN1. Quizés el efecto sea
debido a la fosforilacion de CREBL1, el cual se uniria a los sitios CRE del promotor de SMN1,
inactivandolo. Otra opcién es que VRK1 actie a mas de 1000pb del gen, ya sea fosforilando o
uniéndose a algun factor de transcripcion que se una al promotor y lo inactive.
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Finalmente, este aumento en la expresion de SMN al silenciar a la quinasa VRK1
puede ser un mecanismo compensatorio de la célula, debido a que SMN ha salido del
nucleo donde realiza su funcién, una funcién que es vital. Si fuera éste el motivo del
aumento en los niveles de ARNm, el SMN sintetizado y posteriormente traducido en el
citosol, se importaria de nuevo al ndcleo para intentar realizar sus funciones en ese
compartimento. Se deberian realizar ensayos con un inhibidor del importe, como el
importazole (Soderholm et al., 2011), para ver si se retiene alin mas en el citosol, o si
por el contrario, no llega a traducirse o se degrada antes (hecho que explicaria que no
detectemos el aumento de SMN a nivel proteico por Western blot). Se realizaron

ensayos con este inhibidor sin llegar a tener resultados concluyentes.

Quisimos estudiar algun otro efecto que pudiera estar teniendo el silenciamiento de
VRK1 en la proteina SMN y sus funciones. El primer dato que nos llamé la atencién
fue la interaccion directa entre SMN y el factor de transcripcion p53 (Young et al.,
2002). La proteina codificada por SMN2 no es capaz de unirse a p53. Ademas, en
fibroblastos derivados de paciente, SMN y p53 ya no colocalizan en los cuerpos de
Cajal, y p53 se redistribuye al nucléolo; hecho que se sugiere podria explicar la
muerte neuronal en la SMA, aunque en otro trabajo se determina que la
susceptibilidad de estos fibroblastos a un agente quimioterapéutico como la
camptotecina es p53-independiente (Wu et al., 2009). Estos datos, sumados al hecho
de que VRK1 fosforila y estabiliza a p53 (Vega et al., 2004), nos hicieron pensar en si
el silenciamiento de la quinasa estaba afectando a esta interaccién con SMN. Sin
embargo, a través de ensayos de inmunoprecipitacion, pudimos observar que se
producia la interaccién entre SMN y p53 tanto en presencia como ausencia de VRK1,

afirmando que la quinasa no tenia un papel esencial en dicha interaccion.

Otro de los aspectos que creemos seria interesante investigar es acerca de los
procesos de splicing celular, en los que SMN tiene un papel clave. Como se explico
en la introduccion de este trabajo, Ultimamente se estd dando mucha importancia al
espliceosoma menor, el cual procesa los intrones U12 dependientes (<1% del total de
intrones), a diferencia del espliceosoma mayor, el cual actia en intrones U2
dependientes (Hall and Padgett, 1994; Sharp and Burge, 1997; Will and Luhrmann,
2005; Will et al., 2001). Se ha descrito que en modelos animales con SMA, hay un
defecto de RNPs U1l y U12, correspondientes al espliceosoma menor. Ademas, los
genes que éste procesa estan relacionados con canales i6nicos dependientes de
voltaje, asociados a transporte axonal (Gabanella et al., 2007; Wu and Krainer, 1999).
Si el silenciamiento de VRK1, produce la salida de SMN al citosol, cabe esperar que

estos genes procesados por el espliceosoma menor se vean afectados. Para poder
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estudiar este aspecto, se pueden realizar ensayos de gRT-PCR en los que se
generan oligonucleétidos que o bien amplifican dentro de un mismo intrén (nos
indicaria el pre-ARNmM) o0 que se unen a un exén y en la parte de unién entre exones,
donde ya no existe intron (nos indicaria el ARNm procesado), una técnica que se ha
descrito como muy efectiva para el analisis de transcripcion de genes (Ponzio et al.,
2007). A través de una base de datos donde se muestran todos los genes U12
dependientes (Alioto, 2007), pudimos averiguar qué genes podian ser buenos
candidatos para ser regulados por VRK1, como consecuencia de la deslocalizacién de
SMN. Escogimos al gen que codifica a la glicil-tRNA sintetasa (GARS), debido a que
hemos visto en el laboratorio que interacciona con VRK1 y que, ademas, su mutacion
es causante del Charcot-Marie-Tooth de tipo 2 (Motley et al., 2010), una neuropatia
axonal hereditaria. AUn no contamos con conclusiones definitivas debido a que estos

ensayos los estamos realizando actualmente en el laboratorio.
4. Interaccién entre VRK1, coilinay SMN

Se sabe que la coilina interacciona con SMN a través de su caja RG, rica en argininas
y glicinas (Hebert et al., 2001a), y que la dimetilacion simétrica de estos residuos de
arginina aumenta dicha interaccion (Hebert et al., 2002a), a través de la union a
residuos aromaticos conservados en el dominio Tudor de SMN (Sprangers et al.,
2003). Mediante inmunoprecipitaciones en las distintas fases del ciclo celular, hemos
visto que esta interaccion se produce tanto en interfase, seguramente dentro de los
cuerpos de Cajal, como en mitosis, cuando no existe membrana nuclear. Sin
embargo, en células al 0% de suero, o en células que han terminado la mitosis pero
todavia no estan en fase G1, esta interaccion se pierde. Esto pueda ser debido a que
en estas células no hay cuerpos de Cajal, y, seguramente, la mayor parte de SMN se
encuentre en el citosol (no hemos visualizado geminas al marcar a SMN) y la coilina
libre en nucleoplasma. Ademas, ya en fase G1 intermedia, cuando se forman los CBs,
esta descrito que aun no se detecta a SMN. Parece que éste se localiza ya en
cuerpos de Cajal bien formados, a partir de la fase G1 tardia (Carvalho et al., 1999a).
De hecho, en el afio 2003 se publicé un ensayo de time lapse donde se marcaba a la
coilina y a SMN (Sleeman et al., 2003). Vieron que existia interaccion entre ambas
(vista como colocalizacion por microscopia) durante la mitosis, hasta que se
alcanzaba la telofase. En esta fase, la coilina se dirigia a los nlcleos de las células
hijas y SMN se distribuia por el citoplasma. Este dato también explicaria la pérdida de
interaccion que observamos al final de la mitosis. Finalmente, hemos observado que
la interaccion entre coilina y SMN aumenta al silenciar a VRK1 (resultado no

mostrado). Pensamos que al silenciar a VRK1, quinasa que interacciona tanto con
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SMN como con coilina de manera directa, aumenta la cantidad de estas proteinas
libres y, de este modo, su interacciéon. Quedaria investigar sobre donde se esta
produciendo esta interaccion, ya que al silenciar a VRK1 no hay CBs, de tal forma que
podria darse una interaccion en el nucleoplasma de forma inicial, o bien que el SMN al
desplazarse al citosol se llevara a la coilina a su degradacion en este compartimento
(Figura 95).

Sabemos, a través de inmunoprecipitaciones, que tanto la coilina como SMN
interaccionan con VRK1. Ademaés, se observa dicha unién tanto en células
asincronicas al 10% de suero, como en las distintas fases de la mitosis. Sin embargo,
volvemos a no ver la interaccion en células paradas o justo acabada la mitosis antes
de entrar en la fase G1. Creemos que esta interaccion pueda ser dos a dos y no
formando un triplete, debido a que tanto SMN como coilina se unen a la misma region
de la quinasa: la zona amino terminal de VRK1. Es posible que, por un lado, VRK1 se
una a la coilina en el nucleoplasma, donde la fosforile; y, por otro lado que, VRK1 se
una a SMN. Esta interaccion, mediante fraccionamiento citosol-ndcleo, sabemos que
se produce en el nacleo de manera independiente a la coilina, ya que silenciando a

ésta, la interaccion se mantiene estable.

Seria interesante realizar ensayos de competicion entre las tres proteinas para ver si
realmente se unen a la misma region o se favorece antes una unién que otra. Por
ejemplo, realizamos inmunoprecipitaciones donde vimos que la interaccion entre
VRK1 y coilina disminuia al afiadir cantidades crecientes de SMN (datos preliminares),
sugiriendo que el papel de ambas es de gran importancia en la célula. Ademas, se
deben realizar mas ensayos para intentar determinar qué pasa en las células paradas
en GO, ya que todas las interacciones disminuyen en este punto. Esto tiene mucho
sentido en la interaccion entre la coilina y SMN, ya que en esta fase no hay cuerpos
de Cajal, lugar donde ambas interaccionan. Sin embargo, queda menos claro en la
interaccion entre VRK1 con coilina y SMN, ya que si la interaccion se produce en el
nucleoplasma no tendria por qué desaparecer en esta fase. Quizas la interaccion
entre coilina y VRK1 se produzca justo antes de la formacion de los CBs, en la fase
G1 tardia y por eso no la detectemos. Por otro lado, quizas en esta fase SMN no se
encuentre en el nucleoplasma debido a que su entrada sea mas tardia, y por eso no
interaccione con VRK1. Son datos que aun estdn por analizar a través de

fraccionamientos e inmunoprecipitaciones.
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Figura 95: Modelo propuesto para las interacciones entre VRK1, SMN y coilina durante el ciclo
celular o al silenciar a la quinasa VRK1.

5. Caracterizacién de las mutaciones en VRK1 (R89Q, R133C,
V236M, R358X)

La primera mutacion descrita en VRK1 implicada en neurodegeneracion fue la
mutacion R358X. Esta genera hipoplasia pontocerebelosa de tipo 1, la cual conlleva a
la muerte en edades muy tempranas (Renbaum et al., 2009a). Esta mutacion en
VRK1 consiste en una transicién C>T, en homozigosis, en el nucle6tido 4 del exén 12
del gen, generando un codon de terminacion (Renbaum et al., 2009b). Esta mutacion
se encuentra especificamente en la sefial de localizacidon nuclear, generandose de
esta manera una proteina truncada exclusivamente citosolica (Sanz-Garcia et al.,
2011a). Posteriormente, se detectd una nueva mutacion en VRK1 que causaba la
misma patologia: la mutacion R133C, situada dentro del dominio quinasa (Najmabadi
et al.,, 2011), la cual fue descubierta en un estudio reciente para detectar posibles
genes implicados en trastornos cognitivos recesivos (Najmabadi et al., 2011; Peeters
etal., 2014).
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Ademés, han sido descritas dos nuevas mutaciones en VRK1 causantes de
neuropatia sensoriomotora hereditaria con microcefalia: las mutaciones R89Q y
V236M, ambas situdadas también en el dominio quinasa (Eggens et al., 2014;

Gonzaga-Jauregui et al., 2013; Peeters et al., 2014).

El Unico dato que se conoce hasta ahora es acerca de la mutacion R358X. Se sabe
que debido a que se encuentra en la sefial de localizacion nuclear, es una VRK1
exclusivamente citosélica y que presenta una menor actividad quinasa y, por lo tanto,
una menor fosforilaciéon de sustratos conocidos como p53 o la coilina (Sanz-Garcia et
al., 2011b). Quisimos estudiar, por lo tanto, cdmo se comportaban el resto de
mutantes, su estabilidad o su capacidad de autofosforilarse y fosforilar a sustratos ya

conocidos.

Sabemos que la quinasa VRK1 inactiva (K179E) es mucho mas inestable que la
quinasa silvestre, de tal forma que sobre las 6 horas post-tratamiento con
cicloheximida ya vemos su degradacion, mientras que la quinasa activa pasadas las
10 horas aun sigue siendo estable (Valbuena et al., 2008). A través de ensayos de
estabilidad proteica con cicloheximida, pudimos observar que el mutante R89Q era
igual de estable que la VRK1 silvestre, mientras que los mutantes R133C y R358X se
asemejaban en estabilidad a la quinasa inactiva K179E. La relacion estabilidad-
actividad la confirmamos a través de ensayos quinasa en los cuales vimos que, la
mutacion que era mas estable, R89Q, presentaba una mayor capacidad de
autofosforilacion; mientras que los mutantes mas inestables, R133C y R358X, eran
practicamente inactivos e incapaces de fosforilar a sustratos conocidos como p53.
Vemos asi como a pesar de que tanto la mutacion R89Q como R133C se localicen
dentro del dominio quinasa, sus consecuencias a nivel de estabilidad y actividad son
opuestas. Estamos realizando en el laboratorio actualmente los ensayos de
fosforilacion in vitro con los mutantes de VRK1, pero cambiando a p53 por la coilina
como sustrato. Debido a que nos queremos centrar en el residuo serina 184, hemos
clonado el fragmento de la coilina de los amino4cidos 160 a 214 en un vector pGEX
de expresion en bacteria. Los resultados hasta ahora parecen mostrar que, igual que
pasa con la fosforilacién en la treonina 18 de p53, los mutantes R133C, V236M y
R358X fosforilan menos a este residuo. Si recordamos los ensayos de rescate de
fenotipo, la quinasa inactiva K179E no lograba recuperar la formacién de los cuerpos
de Cajal al silenciar a VRK1, por lo que se confirmaba que era esencial la actividad
guinasa. Seria muy interesante realizar estos mismos ensayos de rescate de fenotipo
sobreexpresando los distintos mutantes de VRK1, para ver qué mutaciones afectan a

la formacion de los CBs. Lo que si podemos confirmar es que todos los mutantes
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interaccionan tanto con la coilina como con SMN y que su sobreexpresion no tiene
ningun efecto en estas proteinas, ya que a través de ensayos de inmunofluorescencia

no vimos cambios en el marcaje respecto a las condiciones control.

Si intentamos unir todos los resultados, obtenemos una red de interacciones entre
proteinas que tienen un nexo comun: su implicacion en patologias
neurodegenerativas. Tenemos a la coilina, la proteina de ensamblaje de los cuerpos
de Cajal, lugar donde se recluta al factor de supervivencia de las motoneuronas: SMN.
VRK1 fosforila a la coilina y es esencial para la correcta formacién de los cuerpos de
Cajal, los cuales cuando se desensamblan producen la salida al citosol de SMN, lugar
donde no puede realizar una de sus funciones mas importantes: el splicing de genes
U12 dependientes. Ademas, parece que entre estos genes se encuentra el de la glicil
tRNA sintetasa GARS, mutaciones del cual producen el sindrome de Charcot Marie
Tooth, una neuropatia periférica de adultos. Se ha visto en el laboratorio que GARS
interacciona con VRK1, aunque no sabemos aun la funcién de esta unién. Por otro
lado, la coilina interacciona con la ataxina 1, proteina que codifica el gen SCA-1, y que
se encuentra mutado en la ataxia espinocerebelar de tipo 1. Resultados preliminares
del laboratorio indican que VRK1 también interacciona con la ataxina 1. Esta ataxina
mutada contiene la expansion del triplete CAG, provocando un tracto de poli
glutaminas (poliQ) que se agregan en la célula y son los causantes de la patologia.
Estos tractos de poliQ se unen a la proteina VCP, fosforilada por VRK1 de manera
aun desconocida. Ademas, VRK1 también regula a p53, factor de transcripcion que se
une a SMN, union que se ve afectada en pacientes con atrofia muscular espinal. Asi,
tenemos un conjunto de fosforilaciones e interacciones (Figura 96) que se necesitan
caracterizar y estudiar mas a fondo para poder conocer los mecanismos de diferentes
enfermedades como las atrofias musculares espinales, la hipoplasia pontocerebelosa
0 las ataxias espinocerebelares, y poder asi buscar nuevos tratamientos o dianas
terapéuticas que nos ayuden a combatirlas y evitar asi la muerte en edades tan

tempranas.

: -y
D;EEBB\P L —
S Figura 96: Mapa de las interacciones entre
\ / \ VRK1 y las proteinas mas importantes en este

trabajo. Se utilizé el programa Cytoscape 3.0.2.
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“Caminante no hay camino,
se hace camino al andar.”

Antonio Machado






Conclusiones

La coilina, proteina de ensamblaje de los cuerpos de Cajal, interacciona con
la quinasa humana VRKL1. Dicha interaccion se produce en el nucleoplasma
debido a que VRK1 no se encuentra en los cuerpos de Cajal.

El silenciamiento de VRK1 produce la desoligomerizacion de la coilina, la
cual deja de estar presente en complejos de alto peso molecular, lo que
conlleva al desensamblaje de los cuerpos de Cajal, de manera quinasa
dependiente.

El residuo serina 184 de la coilina, fosforilado por VRK1 durante la mitosis,
es necesario para el correcto ensamblaje de los cuerpos de Cajal pero no
para su mantenimiento, y esta asociado a la actividad de VRK1 en células en
proliferacién.

La ausencia de VRK1 conduce a la ubiquitinacion de la coilina en el nacleo a
través de la ubiquitina ligasa Mdm2, formandose cadenas de lisina 48, para
posteriormente ser exportada al citosol donde se degradard en el
proteasoma. El mutante de coilina Serl84Ala es mas sensible a la
degradacion por Mdm2 y se ubiquitina més, mientras que el mutante
fosfomimético Serl84Glu se ubiquitina en menor medida que la coilina
silvestre y es resistente a la degradacion por Mdm2.

La quinasa VRK1 interacciona con la proteina de supervivencia de las
motoneuronas SMN, pero no la fosforila. Ademas, esta quinasa regula
transcripcionalmente a SMN por un mecanismo aun desconocido.

El silenciamiento de VRK1 provoca la salida de SMN al citosol como efecto
secundario al desensamblaje de los CBs, accién inhibida por la leptomicina
B.

VRK1, coilina y SMN, interaccionan a lo largo del ciclo celular, excepto en
células paradas o en células que acaban de completar la mitosis (G1
temprana).

El mutante de VRK1 R89Q es mas estable que la proteina silvestre y tiene
una mayor actividad de autofosforilacion y fosforilacion de sustratos
conocidos. Por el contrario, los mutantes R133C y R358X, presentan una
menor estabilidad proteica y una menor actividad, tanto de autofosforilacion

como de fosforilacion de sustratos.
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Materiales y métodos

1. Técnicas de manipulacion del ADN

1.1. Obtencidn y purificaciéon de ADN plasmidico de E. Coli

La obtencién de ADN plasmidico a partir de E. Coli se realiz6 mediante el método de lisis
alcalina descrito por Birnboim y Doly en 1979. Para obtener una mayor pureza, el ADN se
purificé mediante lavados con fenol:cloroformo y posterior precipitacion con etanol. Para la
extraccion de ADN plasmidico a pequefia escala se utilizo el sistema comercial High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche mannheim Germany). Para la extraccion a gran escala se utilizo
el sistema comercial JETStar The Novel Plasmid Purification System de GENOMED. En
ambos casos se siguieron las especificaciones del fabricante.

1.2 Cuantificacién de ADN plasmidico

La concentracion final del ADN plasmidico obtenido se cuantificod midiendo la absorbancia de
la muestra a 260nm en el espectrofotémetro (Hitachi U-2001). Para calcular la pureza de los
acidos nucleicos se empleé el cociente de las absorbancias A260/A280 que debe estar entre
1.8 y 2.0 para el ADN purificado. Posteriormente, se confirmé la concentracion de ADN

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.
1.3 Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa

La separacion de los fragmentos de ADN en funcion de su tamafio se llevo a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa preparados a la concentracion adecuada para el tamafio
de los fragmentos a separar (entre 1 y 1,5% m/v de agarosa) en tampon TAE (Tris-acetato
40mM y EDTA 1mM). Las electroforesis se realizaron a un voltaje constante, entre 50 y 70V.
Se utiliz6 como marcador de peso molecular el ADN Ladder 1Kb de Promega. Para la
visualizacién del ADN (bandas) se afiadi6 bromuro de etidio (0,5ug/mL) al tampoén de
electroforesis, un agente que se intercala entre las bases nitrogenadas del ADN y que, al ser
expuesto a luz ultravioleta, emite fluorescencia. Las imagenes fueron captadas con una
camara digital acoplada al analizador de imagen Gel Doc™ 2000 de Bio-Rad e impresas en

papel térmico.
1.4 Generaciéon de vectores de ADN recombinante

Las construcciones de ADN recombinante disefiadas en el laboratorio fueron generadas

mediante la insercién de secuencias de ADN codificante en los vectores de interés mediante
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la digestién de fragmentos de ADN con endonucleasas de restriccion (Promega o Fermentas)
y posterior ligacion con la enzima T4 ADN-Ligasa (Promega). Las construcciones obtenidas
fueron transformadas en bacterias competentes de E. Coli, como las DH5a o BL21DE3, las
cuales fueron cultivadas en medio LB (Luria Broth) con su antibiético correspondiente
(ampicilina 10pg/mL o kanamicina 25pg/mL) e incubadas a 37°C toda la noche. La
verificacion de las construcciones de ADN se llevo a cabo por andlisis o digestiones con
enzimas de restricciobn y posterior secuenciacion, para confirmar la secuencia correcta
mediante su alineamiento en los programas Chromas y DS-GENE.

1.5 Transformacion de plasmidos en E. Coli

Los plasmidos de ADN recombinante utilizados fueron transformados en bacterias E. Coli
competentes de las cepas DH5a o BL21DE3, mediante choque térmico. De este modo, las
bacterias preservadas a -80°C se descongelaron y se mezclaron con una pequefia cantidad
del ADN de interés. Se dejaron 30 minutos en hielo y se sometieron a un choque térmico de
30 segundos a 42°C. Posteriormente se volvieron a dejar a 4°C en el hielo. En este tiempo
las bacterias aun no han podido expresar el gen de resistencia al antibiético de seleccidn, por
lo que se incubaron a 37°C en agitacion con medio LB sin antibidtico durante 1-2 horas.
Finalmente, se sembraron en placas Petri de LB-Agar con el antibiético de seleccion
adecuado (generalmente ampicilina 50ug/mL) y se dejaron a 37°C toda la noche hasta
obtener colonias individuales en las que se verificO la presencia del pladsmido por
secuenciacion. Las colonias positivas se guardaron a -80°C en glicerol al 30% v/v como

crioprotector.

1.6 Mutagénesis dirigida

Para realizar mutaciones en nucle6tidos puntuales, se siguié el protocolo recomendado por el
sistema comercial QuickChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, USA). Para llevar a
cabo la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se prepard una reaccion que contenia
20ng del plasmido utilizado como ADN molde, 125ng de cada oligonucledtido disefiado con
la mutacion puntual de interés, 0.2mM de dNTPs (Roche), tampén de PCR (KCI 100mM,
(NH4),S0, 100mM, Tris-HCI 200mM pH 8.8, MgSO. 20mM, 1% Tritdbn X-100, BSA 1mg/mL)
y una unidad de la enzima PFU turbo ADN polimerasa (Stratagene) en un volumen final de
50uL. Antes de la adicion de la polimerasa, la reaccion fue incubada a 95°C durante 10
minutos para la desnaturalizacién de las hebras del ADN. Tras la adiciéon de la enzima, se

llevaron a cabo 16 ciclos de 95°C durante 30 segundos, seguidos de 1 minuto a 55°C y una
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elongacioén durante 22 minutos a 68°C. El ADN sustrato fue eliminado mediante la incubacién
del producto de la PCR con la enzima Dpnl (Fermentas), la cual actla especificamente sobre
secuencias metiladas y hemimetiladas, resultando asi seleccionadas soélo las copias
mutantes. El producto de PCR se transform6 en cepas de E. Coli DH5a, seleccionando las
colonias transformantes por su resistencia especifica al antibiético. Los plasmidos fueron
aislados y purificados con el método indicado en High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche,
Mannheim Germany) y posteriormente analizados por secuenciacién para confirmar la

presencia del nucleétido mutado. Los oligonucleétidos utilizados se muestran en la Tabla 1.
2. Técnicas de manipulacién de proteinas
2.1 Purificacién de proteinas de fusion con GST

Esta técnica permite la expresion y purificacion de proteinas de fusion a GST (Glutation-S-
Transferasa) a gran escala a partir de cepas de E. Coli BL21DE3, previamente
transformadas con los plasmidos pGEX-4T-GST donde han sido clonadas las proteinas de
interés. Estos plasmidos presentan un promotor lac que permite inducir su expresion

guimicamente con lactosa o un analogo, como el isopropil -D-tiogalactopiranésido (IPTG).

Se crecieron las bacterias con los plasmidos de interés durante toda la noche a 37°C en
medio LB con ampicilina (50pug/mL). Al dia siguiente, se diluyé el pre-indculo 1:10 en medio
selectivo (LB+ampicilina) y se incubd a 37°C en agitacién 1-2 horas, hasta que la densidad
Optica a 600nm estuvo entre 0.6 y 0.8. Este valor nos indica que el cultivo esta en su fase
exponencial de crecimiento, momento en el que se puede inducir con IPTG a 0,2mM la
expresion de la proteina. Se dejé el cultivo de 2 a 4 horas mas a 37°C en agitacion vy,
transcurrido este tiempo, se centrifugd a 8000rpm durante 10 minutos. Se retird el
sobrenadante y se resuspendié el pellet bacteriano en tampén de lisis (PBS frio con 1%
Triton X-100, 0,2ug/mL lisozima, 1mM PMSF, 5mM DTT, 10ug/mL aprotinina y 10pg/mL
leupeptina). Una vez lisadas las bacterias, se sonicé la suspension a 4°C a baja potencia
realizando 5 pulsos de 10 segundos cada uno con intervalos de 10 segundos sin sonicar
(sonicador Misonic XL2010). Pasados 30 minutos en hielo, se centrifugd a 15000rpm durante
30 minutos. El sobrenadante resultante contiene proteinas solubles, entre las que se
encuentra mayoritariamente la proteina de fusion expresada. Esta fraccién se incubé con la
resina de alta afinidad al GST Glutathion Sepharose 4B beads (GE Healthcare) durante toda
la noche a 4°C en agitacién orbital. Posteriormente, la resina se lavo varias veces con PBS
frio mas inhibidores de proteasas centrifugando a 2000rpm. Posteriormente, se dejo la
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misma cantidad de PBS que de resina (50%) y, para guardar la proteina a -20°C, se afiadi6é
glicerol al 20%. A la hora de eluir la proteina de fusién de la resina se utilizé una solucién de
10mM de glutation reducido en 50mM Tris-HCI pH 8 a 4°C, durante 4-12 horas en agitacién
orbital, y se recogié el sobrenadante con la proteina eluida tras centrifugar 3 minutos a
2000rpm. Se verificé la purificacion de la proteina mediante electroforesis SDS-PAGE
seguida de tincién con azul de Coomassie o Western blot. La concentracion proteica se
determin6 por colorimetria mediante BIORAD protein assay (Bio-Rad), utilizando proteina

seroalbmina bovina (BSA) para la recta patrén.
2.2 Electroforesis en geles SDS-PAGE

La separacion de proteinas en funcion de su tamafio se llevd a cabo en condiciones
desnaturalizantes, mediante electroforesis vertical en geles SDS-PAGE (del inglés: Sodium
Dodecylsulfate - polyacrilamide Gel Electrophoresis). El SDS (dodecilsulfato sédico) es un
detergente aniénico que desnaturaliza y se une a las proteinas confiriéndoles una carga
negativa uniforme debido a sus grupos sulfato, de tal forma que la propia carga de la proteina
queda enmascarada por las mdltiples moléculas de SDS. Asi, las proteinas tienen una
relacion carga:masa uniforme, de manera que migran hacia el polo positivo en funcién de su
masa molecular. Dependiendo del tamafio de la proteina a analizar, se utilizaron diferentes
concentraciones de acrilamida: para proteinas con pesos moleculares entre 30-100kDa se
emplearon geles del 10% de acrilamida, para aquellas entre 15-30kDa, geles del 12.5% y
para proteinas mayores de 120kDa, geles del 7.5%. Para la preparacion del gel separador
(resolving) se utilizé acrilamida al 5-15% y bis-acrilamida al 0.13-0.4% en un tampén 0,375M
Tris-HCI pH 8.8 y 3,5mM SDS. Encima de este gel separador se preparé el gel concentrador
(stacking) con acrilamida al 4.8% y bis-acrilamida al 0.128% en un tampon 0,125M Tris-HCI
pH 6.8 y 3,5mM SDS. Para la solidificacion de los geles se afiadié un agente iniciador de la
polimerizacion como el persulfato de amonio y un catalizador de la formacion de los radicales

libres como el TEMED (N, N, N’, N'- tetrametiletilenodiamina).

Las muestras de proteinas se procesaron con tampon de carga (62,5mM Tris-HCI pH 6.8,
10% glicerol, 2.3% SDS, 0.1% azul de bromofenol y 5% B- mercaptoetanol) y se hirvieron
durante 5 minutos. El gel se corrié en condiciones desnaturalizantes en tamp6n de carrera
(25mM Tris-HCI, 200mM glicina y 1,7mM SDS). Como marcadores de peso molecular se
utilizaron marcadores pretefiidos Precision Plus Protein™ Standards Dual Color (Bio-Rad).
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2.3 Tincién con azul de Coomassie

Se utilizé la tincion azul Coomassie para ver las proteinas en geles de poliacrilamida. Esta
tincién esta compuesta por 0.5% de Coomassie brilliant blue R250 (Merck), 50% de metanol
y 10% de acido acético glacial. Se afiadié la solucién a los geles y se dej6 en agitacion suave
durante 5-10 minutos. Posteriormente, se procedié a la destinciéon de dichos geles con la
solucion de destincion (50% de metanol, 10% de &cido acético glacial), en agitacion hasta
que las bandas de las proteinas se visualizaron correctamente. Finalmente, para la
conservacion de estos geles, se transfirieron a papel Whatman 3M y se secaron con el
secador de geles (Bio-Rad) durante 2 horas a 80°C.

2.4 Transferencia hUmeda y Western blot de extractos proteicos

Para la deteccion de las proteinas separadas por electroforesis con anticuerpos especificos
se realiz6 la transferencia humeda de las proteinas a una membrana de PVDF Immobilon-P
o Immobilon-FL (Millipore) descrita por Towbin (1979), en un tampdn compuesto por 25mM
Tris-HCI, 19,2mM glicina y 10-20% metanol. El porcentaje de metanol varia segun el peso
molecular de las proteinas a transferir, siendo mayor contra mas pequefia es la proteina, y
viceversa. La transferencia se realiz6 durante 1-1,5 horas a 80-90V o durante toda la noche a
40V.

Para llevar a cabo el Western blot, la membrana de transferencia se bloque6 durante 1 hora
a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C y en agitacion con leche en polvo desnatada
al 5% en tampon TBS-T (25mM Tris-HCI pH 8, 50mM NaCl, 2,5mM KCl y 0.1% Tween-20). A
continuacioén, la membrana se incubd con el anticuerpo primario necesario para detectar la
proteina de interés (anticuerpos utilizados en Tabla 2), a la dilucién recomendada (siguiendo
las instrucciones de la casa comercial), en TBS-T durante 1-2 horas a temperatura ambiente
o toda la noche a 4°C. Después de la incubacién, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada
uno con TBS-T en agitacion. Los anticuerpos secundarios Goat Anti-Mouse IgG, DyLightTM
680 y/o Goat anti-Rabbit Ig-G, DyLight™ 800 (Thermo scientific) se incubaron a la dilucion
adecuada (1:10000) durante 1 hora, y después de 3 lavados con TBS-T, la membrana fue
escaneada con LI-COR Odyssey Infrared Imaging System para detectar la fluorescencia

emitida por los anticuerpos correspondientes a las proteinas de interés.

En algunos casos, el anticuerpo secundario utilizado estaba conjugado con peroxidasa (ECL

anti-mouse 1gG, horseradish peroxidase-linked species-specific whole antibody de Amersham
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o anti-rabbit IgG (whole molecule) peroxidase conjugate de SIGMA-ALDRICH), por lo que
después de la incubacion con la membrana durante 1 hora, se realizaron 3 lavados con TBS-
T y se detectd la luminiscencia tras la incubacién con el reactivo ECL Western Blotting
Detection Reagents (Ammersham Biosciences), exponiendo las membranas a peliculas de

rayos X (Fujifilm).
2.5 Tincién con rojo Ponceau

En determinadas ocasiones, las proteinas transferidas a las membranas de PVDF se
visualizaron con tincién rojo Ponceau. Las membranas fueron incubadas durante 10-15
minutos con la solucién compuesta por 0.2% de Ponceau S (acido 3-Hidroxi-4[2-sulfo-4-(4-
sulfo-fenilazo) fenilazo]-2,7-naftalenodisulfénico), 3% de acido sulfosalicilico, 3% de acido
trifluoroacético y 1% de &cido acético. Tras la incubacién, las membranas se lavaron con
agua hasta la visualizacion de las bandas.

3. Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas para este trabajo asi como el medio de cultivo usado para el
correcto crecimiento de estas células se especifican en la Tabla 3. Las lineas celulares se
cultivaron en Flask (BD Falcon) en un incubador a 37°C, 5% de CO,y 98% de humedad
relativa. Los medios de cultivos (DMEM, RPMI, McCoy’s, DMEM 1:1 DMEM F-12) fueron
suplementados con 10% de FBS (suero fetal bovino), 2mM de L-glutamina, y los antibi6ticos
penicilina (50unidades/mL) y estreptomicina (50pg/mL). Para levantar las células de los Flask
se utilizo tripsina-EDTA. Los medios de cultivo fueron obtenidos de SIGMA-ALDRICH o
GIBCO-life technologies y el suero y los suplementos fueron obtenidos de GIBCO-life
technologies. Las lineas celulares se observaron con un microscopio éptico invertido Zeiss
Axiovert 25.

4. Transfecciones transitorias de ADN en células eucariotas en cultivo

monocapa

La sobreexpresién transitoria de las proteinas de interés se realizd llevando a cabo
transfecciones de los plasmidos de ADN codificante de expresion eucariota (Tabla 4). Para
ello, las células fueron sembradas 24 horas antes para alcanzar la confluencia adecuada (50-

70%). La cantidad de ADN transfectado se especifica en cada experimento, siendo la
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concentracion final constante en todos los puntos de un mismo ensayo mediante la adicion

de vectores vacios.
4.1 Transfeccién con JetPEl

La mayoria de las transfecciones se realizaron con el polimero catiénico comercial
(polietilenimina) JetPEI™ (Polyplus transfection) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Este polimero compacta el ADN en el interior de particulas cargadas positivamente que se
adhieren a los proteoglicanos cargados negativamente de la superficie celular y son
introducidos posteriormente por endocitosis.

Se resuspendio el ADN en un volumen de NaCl 150mM, al cual se le afiade un volumen de
NaCl en el que se ha resuspendido el JetPEI (por cada microgramo de ADN se afiaden 2l
de reactivo). Esta mezcla se incub6 durante 20-30 minutos y se afiadié por goteo a las
células a transfectar.

4.2 Transfeccion con Lipofectamine

Para los ensayos de supresion de la expresion de una proteina mediante ARN de
interferencia se utilizd el reactivo LipofectamineTM 2000 (Invitrogen), con la finalidad de
obtener una mayor eficiencia de transfeccion de los oligonucleétidos. Este reactivo contiene
subunidades lipidicas que forman liposomas en ambiente acuoso. Asi, estos liposomas de
naturaleza catidnica se unen a los acidos nucleicos (cargados negativamente), facilitando la

fusién con la membrana celular y su incorporacion a la célula.

Se diluyé la Lipofectamine TH 2000 en un volumen de Opti-MEM (GIBCO-life technologies) y
se incub6 durante 5-10 minutos. Pasado este tiempo, se afiadié la mezcla a un volumen de
Opti-MEM en el que se diluy6 previamente el oligonucleétido a la concentracion indicada por
el fabricante. Tras 20-30 minutos de incubacién, se afiadié la mezcla a las células que habian
sido cultivadas en medio sin antibidtico. Tras 12 horas, se puede reemplazar el medio de
cultivo por medio con antibiético, haciendo previamente lavados con PBS para eliminar todos

los restos del reactivo.

Los duplex de ARN de interferencia utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 1.

Siempre se ha utilizado un ARN sin diana especifica en la célula como control.

171



Materiales y métodos

5. Infeccion celular para el silenciamiento o sobreexpresion de la

quinasa VRK1

Para el silenciamiento o sobreexpresion de VRK1 por infeccion se utilizaron vectores
retrovirales y lentivirales (Tabla 1) o el plasmido retroviral pQCXIP (Tabla 4),
respectivamente. Se sembraron células HEK-293T 24 horas antes de la transfeccion. Pasado
este tiempo, necesario para que adquieran la confluencia adecuada, se transfectaron con los
vectores de envuelta y empaquetamiento viral (necesarios para la produccion de las
particulas virales con capacidad de infeccion) y con los vectores de interés (pSuperior, pLKO
0 pQCXIP). Pasadas 20 horas como maximo, se cambi6 el medio a las células por medio de
cultivo fresco y se sembraron las células diana. Pasadas 24 horas, se procedi6 a la primera
infeccion, eliminando el medio a las células diana y afiadiéndoles el medio de las HEK-293T
filtrado previamente con filtros de 0,45um (Acrodisc® Syringe Filters, Pall Corporation) y al
gue se afiadio el polimero catiénico Polybrene a una concentracion de 16ng/ul para aumentar
la eficiencia de la infeccion. A las células HEK-293T se les volvié a afadir medio de cultivo
fresco, de forma que acumule nuevas particulas virales. Pasadas 24 horas se repitio la
infeccion y, al dia siguiente, se empezé la seleccién de las células infectadas con el
antibidtico de seleccidn puromicina (1-2pg/ml) los dias necesarios segun la linea celular y los
pldsmidos transfectados.

6. Obtencion de extractos proteicos de células en cultivo

Para la obtencion de extractos proteicos totales a partir de células en cultivo, se lisaron las
células con tampon de lisis suave (50mM Tris-HCI, pH 8.0, 150mM NacCl, 1% Tritén X-100 y
1mM EDTA) al que se afiadieron inhibidores de proteasas (ImM PMSF, 10ug/mL de
aprotinina, 10pg/mL de leupeptina) y fosfatasas (1mM de ortovanadato de sodio y 1mM de
NaF). Después de incubar 20 minutos en hielo, los extractos fueron centrifugados a
13200rpm a 4°C durante 20 minutos. Se recuperd la fraccion soluble y el pellet fue

descartado.

A continuacion, se cuantificé la cantidad de proteina obtenida por el método de Bradford.
Este método se basa en el cambio de color de pardo a rojo-azulado que experimenta el
colorante G-250 Coomassie cuando se une a las proteinas, cambiando asi su maximo de
absorcion de 465 a 595nm. El reactivo comercial que se utilizé fue Bio-Rad Protein assay
(Bio-Rad). Para la obtenciéon de una recta patron, se usé la proteina seroalbimina bovina
(BSA).
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7. Fraccionamiento citosol-nlcleo de extractos proteicos

Para la obtencién de extractos proteicos fraccionando citosol y ndcleo a partir de células en
cultivo, se lisaron las células con tampén de lisis de fraccion citosélica (10mM HEPES pH
7.6, 3mM MgCl,, 40mM KCI, 5% glicerol, 0,5% NP-40). Se centrifugaron a 12509 y 4°C
durante 5 minutos. Se recogié el sobrenadante como la fraccién citosélica. Se lavé el pellet
dos veces por centrifugacion a 1250g y 4°C durante cinco minutos, evitando asi posibles
contaminaciones en la fraccién nuclear. A continuacion, se liso el pellet con el tampén de lisis
de fraccién nuclear (10mM HEPES pH 7.9, 0,1mM EGTA, 1,5mM MgCl2, 420mM NaCl, 25%
glicerol), y se incubd en hielo durante 20 minutos. Finalmente se centrifugé a 1250g y 4°C

durante 5 minutos y se recogi6 el sobrenadante como la fraccién nuclear.

Se cuantificé cada fraccion por el método de Bradford explicado en el apartado anterior, y se
analizaron las muestras por electroforesis y SDS-PAGE.

8. Ensayos de interaccién entre proteinas

8.1 Ensayos de coinmunoprecipitacion

Se partié de 1,5-3mg de extracto proteico celular, obtenido de la lisis con el tamp6n de lisis
suave mencionado en el apartado 6. Estos extractos se llevaron hasta un volumen final de
1mL y se incubaron con 30pL de la resina equilibrada GammaBind Plus Sepharose (GE
Healthcare) durante 1 hora a 4°C en rotacion, con el fin de eliminar todo lo que se pueda unir

de manera inespecifica a la resina.

Posteriormente, se elimind la resina por centrifugacion suave y se incubd el extracto
preclareado con el anticuerpo especifico a la concentracién adecuada (generalmente 1:50 —
1:500) durante 4-6 horas (o toda la noche) a 4°C en agitacion orbital. Una vez incubado el
anticuerpo, se afiadieron 40pL de resina (GammaBind Plus Sepharose) previamente
equilibrada mediante lavados con tampon de lisis a 4°C a 2800rpm. Esta mezcla se incubo
durante 4 horas o toda la noche a 4°C en agitacién orbital para que, de este modo, se una el

anticuerpo a la resina.

Finalmente, se lavé la resina con tampén de lisis de 3 a 5 veces por centrifugaciéon suave y

se proces6 con tampodn de carga. Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por
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electroforesis SDS-PAGE y Western blot. En todos los casos se realizé una

inmunoprecipitacién con un anticuerpo inespecifico como control negativo del ensayo.
8.2 Ensayos de Pull-Down

El objetivo de los ensayos de Pull-Down es precipitar proteinas fusionadas a GST que han
sido transfectadas en células eucariotas, con el fin de determinar posibles interacciones o

complejos proteicos.

Se lisaron las células con tampoén de lisis suave (50mM Tris-HCI, pH 8.0, 150mM NaCl, 1%
Tritdbn X-100 y 1mM EDTA) al que se afiadieron inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM
PMSF, 10ug/mL aprotinina, 10ug/mL leupeptina, 1mM ortovanadato de sodio y 1mM NaF).
Se utilizé entre 1-3mg de extracto proteico, el cual fue incubado con la resina equilibrada
GammaBind Plus Sepharose (GE Healthcare) durante 1 hora a 4°C en agitacion orbital, con
el fin de eliminar proteinas que se pudieran unir de manera inespecifica a la resina.
Posteriormente, se eliminé la resina por centrifugacion suave y se afiadio al extracto 40pL de
la resina “Glutathion Sepharose 4B beads” (GE Healthcare) previamente equilibrada
mediante lavados con tampon de lisis a 2800rpm a 4°C. Se incubd la mezcla durante toda la
noche en agitacion orbital y a 4°C. Finalmente, se realizaron 3 lavados con tampén de lisis y
se proceso la resina con tampdn de carga para su andlisis por electroforesis SDS-PAGE y
Western blot. En este tipo de ensayos, siempre se afiadié un punto en el que se precipita el

GST vacio como control negativo de interaccion.

9. Cromatografia liquida de exclusion molecular HPLC (High-

performance liquid chromatography)

La cromatografia engloba a un conjunto de técnicas de andlisis basadas en la separacion de
componentes de una mezcla y su posterior deteccion. Las técnicas cromatograficas son muy
variadas, pero en todas ellas hay una fase movil que consiste en un fluido (gas, liquido o
fluido supercritico) que arrastra a la muestra con un flujo constante de presion proporcionado
por una bomba, hasta llegar al punto donde es introducida la muestra. Siguiendo este flujo de
presion llega a una columna donde se encuentra la fase estacionaria. Los componentes de la
mezcla interaccionan de distinta forma con la fase estacionaria y con la fase movil. De este
modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se van

separando.
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La maxima utilidad de esta técnica se obtiene al combinarla con el SDS-PAGE, lo que
permite comparar la masa molecular de la proteina nativa y la proteina desnaturalizada y
obtener conclusiones sobre su estructura cuaternaria y sobre la formacion de complejos
multiproteicos. En este tipo de separaciones, las moléculas de menor tamafio son las Ultimas
en filtrarse dado que penetran en todos los poros recorriendo un camino mayor. Para la
determinacion de complejos proteicos por cromatografia de filtracion en gel o exclusién
molecular, se lisaron las células en tampon de lisis (20mM Tris-Hcl pH 7,4, 137mM NacCl,
2mM EDTA, 25mM B-glicerofosfato, 10% glicerol, 1% Tritén-X-100) con inhibidores de
proteasas y fosfatasas. El material insoluble se elimind por centrifugacion a 13200rpm
durante 20 minutos a 4°C y posterior filtracion con jeringa. Se cuantificaron las muestras de
manera que para cada muestra se filtraron 3mg de proteina total, contenidos en un mismo
volumen. Estos extractos se fraccionaron por HPLC de filtracion en gel en una columna
“Superose 12/10/300 GL” (GE Healthcare). El tampén de equilibrado y elucién de la columna
empleado fue : 50mM Tris-HCI pH 7,5, 1ImM EDTA, 100mM KCI y azida so6dica 0,025%, el
cual fue previamente filtrado (filtro 0,42um) y desgasificado mediante sonicacién y se empled
a un flujo de 0,3ml/min. Se recogieron fracciones de 200yl, de las cuales las fracciones pares
se precipitaron y se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE y Western blot. Para
calibrar la columna y estimar los pesos moleculares de las fracciones obtenidas se
emplearon los siguientes marcadores de peso molecular de Bio-Rad: tiroglobulina bovina
670kDa, y-globulina bovina 158kDa, ovoalbumina de pollo 44kDa, mioglobina de caballo
17kDay vitamina B12 1,35kDa.

10. RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Reverse transcription

polymerase chain reaction)

Esta técnica permite la amplificacion y cuantificacion con gran exactitud y fiabilidad de una
molécula concreta de ARN, para la cual se han disefiado oligonucleétidos especificos. Para
ello, mediante el uso de la enzima transcriptasa reversa, se transforma la molécula de ARN
en su correspondiente molécula de ADN, la cual se amplifica mediante PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa). El nimero de copias del oligonucleétido diana al inicio de la
reaccion se puede cuantificar con gran precision a través del ciclo umbral (Ct). El Ct es el
numero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia asociada al
ADN amplificado, con respecto a la sefial de base, y es inversamente proporcional a la

cantidad inicial de moléculas molde.
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Se lavaron las células con PBS 1x frio y se extrajo el ARN total mediante el kit comercial
RNeasy Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron
lisadas y homogeneizadas en un tampon desnaturalizante (RLT) que contiene tiocianato de
guanidina que inactiva las ribonucleasas, asegurando la purificacion del ARN intacto.
Posteriormente, se afiadié etanol al 70%, y esta mezcla se pasé a las columnas con
membranas de silica gel, donde el ARN total se une, haciendo lavados para eliminar posibles
contaminantes. Finalmente, se eluyd el ARN con agua libore de ARNasas. El ARN total
purificado se cuantificd y analiz6 mediante el sistema Bioanalyzer 2100 nano-lab chip (Agilent
Technologies).

Para la reaccion de RT-PCR cuantitativa en tiempo real se utilizaron: 100ng de ARN total
diluido a 50ng/pl, el kit QuantiTec SYBR Green RT-PCR kit (Qiagen), un termociclador
iCycler (Bio-Rad) y los primers especificos para cada caso (Tabla 1). La fluorescencia
emitida por el fluorocromo SYBR Green, asociada al ADN amplificado, fue cuantificada y
analizada en el software de iCycler. Para cada experimento, los niveles de ARN especifico se
normalizaron respecto a los niveles de ARN de la GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) determinados para cada muestra, como control interno para corregir la

variabilidad.
11. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Con el objetivo de detectar los niveles de expresion y localizacion subcelular de proteinas,
tanto enddgenas como sobreexpresadas en células en cultivo, se llevaron a cabo ensayos de
inmunofluorescencia. Se sembraron las células en cubreobjetos de cristal estériles, siendo
tratados con poli-L-lisina (SIGMA-ALDRICH) al 0.01% cuando fueron células de la linea HEK-
293T, con el fin de mejorar la adhesion al cristal. Transcurridas de 24 a 72 horas,
dependiendo del tipo de ensayo, las células se lavaron con PBS 1X y se fijaron con
paraformaldehido al 3% en PBS 1X durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la
fijacion, se realiz6 un tratamiento con glicina (200mM) durante 15 minutos a temperatura
ambiente para reducir los grupos aldehido libres, dado que estos pueden reaccionar con
aminas y proteinas generando productos fluorescentes. Posteriormente, se permeabilizaron
las células con Triton X-100 al 0.2% en PBS 1X durante 30 minutos a temperatura ambiente
y, finalmente, las células fueron bloqueadas con BSA 1% en PBS 1X y azida 2X durante 1
hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. En la mayoria de los
experimentos se detectaron dos proteinas a la vez. Para ello, se incubaron los anticuerpos

primarios de manera secuencial. El primer anticuerpo primario se diluyé en BSA 1% en PBS
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1X y azida 2X a la concentraciéon adecuada y se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente o durante toda la noche a 4°C. Tras tres lavados con PBS 1X se incubé el segundo
anticuerpo primario de diferente origen al primero en las mismas condiciones. Siempre se
realizaron 3 lavados con PBS 1X tras la incubacion de los anticuerpos para eliminar los
restos de anticuerpo libre. Los anticuerpos secundarios marcados con los fluorocromos de
cianina Cy2 (Cy TM2-conjugated AffiniPure Goat anti-Rabbit/anti-Mouse 1gG (H+L) de Jackson
ImmunoResearch) y Cy3 (Cy T""3-conjuga\ted AffiniPure Goat anti-Rabbit/anti-Mouse 1gG
(H+L) de Jackson ImmunoResearch) se diluyeron a 1:1000 en BSA 1% en PBS 1X y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente siempre en oscuridad. A partir de este
punto, todo el protocolo se realiza evitando la exposicion a la luz para preservar los
fluoréforos. Tras los lavados, los nucleos celulares se tifieron con DAPI (4°,6"-diamidino-2-
fenilindol) diluido en PBS 1X durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de los 3
Ultimos lavados con PBS 1X, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con
MOWIOL®4-88 (Calbiochem). La localizacion subcelular de las proteinas se analizé
mediante microscopia confocal en el microscopio Leica TCS SP5 y el software usado para la
captura y andlisis de las imagenes fue LAS AF Lite.

12. Ensayos de actividad quinasa

La actividad serina/treonina quinasa se analiz6 mediante ensayos de fosforilaciéon in vitro
utilizando la proteina quinasa GST-VRK1 recombinante expresada en E. Coli. Se emplearon
como sustrato proteinas recombinantes purificadas o bien proteinas inmunoprecipitadas con
la resina GammaBind Plus Sepharose. Para analizar la actividad quinasa de VRK1 se us6 un
tampon especifico para casein quinasas (20mM Tris-HCI pH 7.5, 5mM MgCl,, 0,5mM DTT y
150mM KClI), con 5uM de ATP y 5uCi (0,1uM) de [y->*P] ATP en un volumen final de 30-
40uL. En algunos casos se utilizaron como sustratos la histona H3 de Xenopus Laevis
(Upstate) y la proteina recombinante GST-p53, que corresponde al fragmento de p53 que
comprende los amino&cidos 1-85. Las reacciones de fosforilacién se incubaron durante 30
minutos a 30°C en agitacion (800rpm) en un Thermomixer Compact (Eppendorf). En los
experimentos donde se determiné la actividad quinasa de la proteina VRK1 enddgena se
utilizé la quinasa inmunoprecipitada en las mismas condiciones usadas para las reacciones

con la quinasa recombinante.
Tras el tiempo de incubacidn, las reacciones de fosforilacion fueron procesadas con tampon

de carga (62,5mM Tris-HCI pH 6.8, 10% glicerol, 2.3% SDS, 0.1% azul de bromofenol y 5%

B-mercaptoetanol) e incubadas a 100°C durante 5 minutos. Las proteinas fosforiladas se
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analizaron por electroforesis SDS-PAGE y se transfiieron a membranas de PVDF
Immobilon-P (Millipore). Para detectar las bandas radiactivas, se expusieron las membranas
a peliculas de rayos X (Fuijifilm) durante varios minutos u horas. Como controles se utilizaron
las bandas de proteinas tefiidas con rojo Ponceau o detectadas con anticuerpos especificos

en el Western blot.
13. Aislamiento de nucleos en células HeLa

Se realizé el aislamiento de nicleos en células HeLa como paso previo al aislamiento de los
cuerpos de Cajal. Para ello, se sembraron en placas de cultivo hasta que alcanzaron una
confluencia del 80% aproximadamente. Se recogieron las células por tripsinizacion y se
lavaron dos veces con PBS 1x por centrifugacién suave, resuspendiendo con una pipeta
Pasteur de cristal para evitar la rotura de las células. El pellet obtenido se resuspendié en 10
volimenes de tamp6n RSB frio (0,01M NaCl, 1,5mM MgCls, 0,01M Tris-HCI pH 7,4) y se dejo
durante 10 minutos en hielo. Pasado este tiempo, se cogié una pequefia muestra para
mirarla al microscopio y poder comprobar como las células estaban hinchadas debido a la
entrada de agua al citoplasma por 6smosis. Se pasO la suspension de células a un
homogeneizador “Dounce-type homogeneizer” y se hicieron unos 10-12 choques. En este
punto, se volvié a mirar en el microscopio la suspension celular, donde se observaron los
ndcleos libres. Se centrifugd 3 minutos a 1000g y 4°C para pelletear los nicleos. Este pellet
se lavo tres veces con el mismo tampdn RSB por centrifugacion suave a 1000g y a 4°C v,

finalmente, se dejo resuspendido en 10 voliumenes de tampon RSB.

14. Aislamiento de cuerpos de Cajal a partir de nacleos aislados de

células HelLa

Para el aislamiento de cuerpos de Cajal a partir de nacleos aislados de células Hela, se
empled el protocolo disefiado por el Dr. Yun Wah Lam (Lam et al., 2002). Todo el protocolo
se realiz6é en hielo y a 4°C. Se afiadi6 la solucion S1 (0.25M sacarosa, 10mM MgCl,) a los
nucleos aislados de las células HelLa hasta alcanzar un volumen final de 30mL. Se afiadieron
15mL a dos tubos Falcon de 50mL de solucion S2 (0.35M sacarosa, 0.5mM MgCl,), y
posteriormente se afiadid a cada uno de ellos 15mL de la suspension de los nucleos,
quedando en dos fases claramente diferenciables. Estos tubos se centrifugaron a 1430g
durante 5 minutos y el sobrenadante se decantd cuidadosamente. Los pellets se
resuspendieron en 30mL de solucién 2, y se dividieron en 3 tubos Falcon de 15mL para

mejorar la sonicacion (3x6 segundos). En este paso, la solucibn se examina en el
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microscopio (los nucleos deberian haberse lisado de tal forma que lo que se ven son
nucléolos libres). Todas las alicuotas se volvieron a juntar en dos tubos Falcon de 50mL, a
los que se afiadié 0,42x volumen de una solucién de sacarosa 2,55M (quedando asi a una
concentracion final de 1M). Se volvié a dividir la mezcla en fracciones de 20mL en tubos
Falcon de 50mL (aproximadamente 20mL por tubo) y se centrifugé a 3000g durante 10
minutos. El sobrenadante resultante (contiene el nucleoplasma con los cuerpos de Cajal) se
recogié con pipeta. Se afiadié 0,82x volumen de tampoén SP1 (1M sacarosa, 34.2% Percoll,
22.2mM Tris-HCI pH 7.4, 1,11mM MgCI2) y 0,05x volumen de Tritén al 20%. Esta mezcla se
repartié en tubos pre-enfriados de ultracentrifuga SW41, y se centrifugd a 37000rpm durante
dos horas. El sobrenadante se eliminé con cuidado dejandolo a unos 5mm del pellet para
poder resuspenderlo y pasarlo a un tubo Falcon de 15mL. En este punto, se afiadieron 600
unidades de DNasal y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién orbital.
Después de esta incubacion, se afiadié 0,05x volumen de heparina (10mg/mL) y se afiadié
1x volumen de soluciéon SP2 (20% Percoll, 10mM Tris-HCI pH 7.4, 1% Tritén-X100, 0.5mg/mi
heparina), volviéndose a incubar la mezcla durante 1 minuto. En este punto se volvié a
repartir la mezcla en tubos pre-enfriados de ultracentrifuga SW55, y se centrifugaron a
45000rpm durante 1 hora. Después de esta centrifugacion, los tubos tienen tres bandas
visibles, siendo la banda del medio la que contiene los cuerpos de Cajal, y, por lo tanto, la
gue se recogi6é con una pipeta. Se afiadioé entonces 10x volumen de tampon HT (10mM Tris-
HCI pH 7.4, 1% Triton X100, 0.5mg/ml heparina) y se dej6 que se mezclara todo bien en
agitacion orbital. Se dividié la mezcla en tubos Eppendorf de 1,5mL y se centrifugd a
14000rpm durante 15 minutos. Los sobrenadantes fueron descartados y se resuspendieron
los pellets en 500ul del tampdn HT. Estos pellets ya resuspendidos se juntaron en un solo
tubo Eppendorf y se centrifugd a 14000rpm durante 15 minutos. De nuevo se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 500pl de soluciéon S3 (0.5M sacarosa, 25mM Tris-
HCI pH 9.0). Se centrifugd a 8000rpm durante 5 minutos, repitiendo este paso una vez. El
sobrenadante se diluyd 10 veces en Tris-HCI 25mM pH 9.0 y se centrifugé a 14000rpm
durante 15 minutos. Nuevamente, el sobrenadante se descartd y el pellet obtenido se
resuspendié en Tris-HCI 25mM pH 9.0 y se centrifugé a 14000rpm durante 15 minutos.
Finalmente, se eliminé el sobrenadante dejando unos 20ul para poder resuspender el pellet,

obteniendo la fraccion enriquecida en cuerpos de Cajal.
Para el andlisis por microscopia confocal de la muestra, se utilizaron 10l de la fraccion 1S

(negativa para cuerpos de Cajal) y de la fraccién 3S (enriquecida en cuerpos de Cajal). Se

afadio el volumen correspondiente a cubreobjetos tratados previamente con poli-L-lisina y se
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dej6 secar la muestra a temperatura ambiente. Se realizé el marcaje con anticuerpos

especificos.

Para el andlisis por electroforesis SDS-PAGE y Western blot, se procesé con tampén de

carga la misma cantidad de las fracciones 1S y 3S.

15. Reactivos y estimulaciones

Para el tratamiento de las células en cultivo con inhibidores del proteasoma se utilizaron
tanto el MG132 de Calbiochem (inhibidor potente y reversible), a 20uM durante 12 horas o a
35uM durante 6 horas, como la lactacistina de SIGMA-ALDRICH (inhibidor irreversible), a
5uM durante 10 horas.

Para los ensayos de estabilidad proteica se uso la cicloheximida (SIGMA-ALDRICH) a una
concentraciéon de 50ug/mL. Este compuesto inhibe la sintesis proteica en organismos
eucariotas, interfiriendo la actividad peptidil transferasa del ribosoma 60S, bloqueando la

elongacién traduccional.

Para los ensayos en los que se quiso inhibir el exporte nuclear, se utilizé la leptomicina B
(SIGMA-ALDRICH) a una concentracion de 0,2nM durante 24 horas. Este compuesto inhibe
a CRM1, proteina esencial en el exporte de proteinas que contienen una sefial de exporte
nuclear (NES).
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OLIGONUCLEOTIDOS

Denominaciéon

Secuencia 523’

Pex2hVRK1

forward

Pex2hVRK1

reverse

COILINA forward

COILINA reverse

GAPDH forward

GAPDH reverse

DOLRA siVRK1-01
(Thermo)

forward

DOLRA siVRK1-01

(Thermo)

reverse

SiVRK1-02

siVRK1-03

si-VRK1-09

pSuperior-shVRK1-H1

GAGGCCATACAGACCCGTTC

TCCACCTCGCAAGACTCACA

TTACCCCCAGCAAGGGCAAGACCTC

GGCCTACTGTCTTTAAGAAACCCGCAGCA

GGTCTTACTCCTTGGAGGCCATGTG

ACCTAACTACATGGTTTACATGTT

GAAAGAGAGUCCAGAAGUAUUUU

AAUACUUCUGGACUCuUCuUuUucCuUU

CAAGGAACCUGGUGUUGAAUU

GGAAUGGAAAGUAGGAUUA

AGGUGUACUUGGUAGAUUA

CCGGCCTGGTGTTGAAGATACGGAACTCGAG
TTCCGTATCTTCAACACCAGGTTTTT
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Amplificacién
VRK1 humana RT-
PCR
Amplificacion
VRK1 humana RT-
PCR
Amplificacion
COILINA humana
RT-PCR
Amplificacion
COILINA humana
RT-PCR
Amplificacion
GAPDH humana
RT-PCR
Amplificacion
GAPDH
humana RT-PCR
ARN de
interferencia VRK1

humana

ARN de
interferencia VRK1
humana
ARN de
interferencia VRK1
humana
ARN de
interferencia VRK1
humana
ARN de
interferencia VRK1

humana

Vector retroviral
silenciamiento de
VRK1



pSuperior-shVRK1-H3

pLKO-shVRK1-H1

pLKO-shVRK1-H3

COILINA S184A
forward
COILINA S184A
reverse
COILINA S184AE
forward
COILINA S184E

reverse

mVRK1-Myc-DKK
K179E forward

mVRK1-Myc-DKK
K179E reverse

VRK1 K179E forward

VRK1 K179E reverse

Materiales y métodos

CCGGGTAGATTATGGCCTTGCCTTATCTCGA
GATAAGCAAGGCCATAATCTACTTTTT

CCGGCCTGGTGTTGAAGATACGGAACTCGAG
TTCCGTATCTTCAACACCAGGTTTTT

CCGGGTAGATTATGGCCTTGCCTTATCTCGA
GATAAGCAAGGCCATAATCTACTTTTT

CGAAGAGGCCAAAAGAAAAGCACCAAAGAAA
AAGGAG
CTCCTTTTTCTTTGGTGCTTTTCTTTTGGCCTC
TTCG
CGAAGAGGCCAAAAGAAAACAACCAAAGAAA
AAGGAG
CTCCTTTTTCTTTGGTTGTTTTCTTTTGGCCTC
TTCG

GTGCACGGGGACATCGAGGCCTCCAACCTG
CTCCT

AGGAGCAGGTTGGAGGCCTCGATGTCCCCG
TGCAC

AGTATGTGCATGGAGATATCGAGGCCTCAAA
TCTTCTTCTGAACT

AGTTCAGAAGAAGATTTGAGGCCTCGATATCT
CCATGCACATACT

Vector retroviral
silenciamiento de
VRK1
Vector lentiviral
silenciamiento de
VRK1
Vector lentiviral
silenciamiento de
VRK1
Mutagénesis de
Coilina Ser184Ala
Mutagénesis de
Coilina Ser184Ala
Mutagénesis de
Coilina Ser184Glu
Mutagénesis de
Coilina Ser184Glu
Mutagénesis
K179E en VRK1
murina
Mutagénesis
K179E en VRK1
murina
Mutagénesis
K179E en VRK1

Mutagénesis
K179E en VRK1

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados. Secuencias de cada oligonucle6tido y su uso en este trabajo.
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ANTICUERPOS

Anticuerpo Antigeno Dilucion Procedencia
Coilina
Coilina C-terminal Monoclonal ratén IF 1:200 Santa Cruz
Pdelta
Coilina H- » ) ) WB 1:1000
Coilina (aa 277-576) Policlonal conejo Santa Cruz
300 IF 1:200
- Antibody
pCoilina . . . . WB 1:1000 .
Serina 184 fosforilada Policlonal conejo Production
Ser184 IF 1:200 )
Services Ltd
BD
SMN WB 1:1000 .
SMN (aa 14-174) Monoclonal ratén Transduction
(610647) IF 1:200 .
Laboratories
GlyRS
(GARS) H- GARS (aa 440-732) Policlonal conejo WB 1:200 Santa Cruz
300
Produccion
VRK1 1F6 VRK1 (aa 333-396) Monoclonal ratén WB 1:1000 .
propia
) WB 1:1000 Produccion
VRK1 1B5 VRK1 Monoclonal ratén .
IF 1:200 propia
. . Produccién
VRK1 VE VRK1 Policlonal conejo WB 1:1000 .
propia
. ) Produccion
VRK1VC VRK1 (aa 267-396) Policlonal conejo WB 1:1000 .
propia
VRK1 ) . SIGMA-
VRK1 (aa 5-1425) Policlonal conejo IF 1:200
HPA000660 ALDRICH
B-Actina . . SIGMA-
B-Actina N-terminal Monoclonal ratén WB 1:5000
AC-15 ALDRICH
Histona 3 . . . . . .
Histona 3 C-terminal Policlonal conejo WB 1:1000 Cell Signaling
#9715
Myc tag Epitopo Myc Monoclonal ratén WB 1:1000 Millipore
Myc tag Epitopo Myc Policlonal conejo WB 1:1000 Millipore
HA tag F-7 Epitopo HA Monoclonal ratén WB 1:1000 Santa Cruz
) . . SIGMA-
HA tag Epitopo HA Policlonal conejo WB 1:1000
ALDRICH
Mdm2
Mdm2 (aa 154-167) Monoclonal ratén WB 1:200 Santa Cruz
SMP14
Mdm2 PA5- ) ) WB 1:1000 Pierce
Mdm2 (aa 104-157) Policlonal conejo L
27237 IF 1:200 antibodies
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Proteina recombinante

His tag H-3 Hi Monoclonal ratén IF 1:50 Santa Cruz
is
Rb C-15 Rb C-terminal Policlonal conejo WB 1:1000 Santa Cruz
pRb #9308 Ser807/811 Policlonal conejo WB 1:1000 Cell Signaling
Ciclina D1 o ) ) )

e Ciclina D1 C-terminal Policlonal conejo WB 1:500 Santa Cruz
GST tag Epitopo GST Monoclonal ratén WB 1:1000 Santa Cruz
AUS tag Epitopo AU5 Policlonal conejo WB 1:1000 Covance
AUS tag Epitopo AU5 Monoclonal ratén WB 1:1000 Covance
Flag t Epitopo Fl Policlonal conej WB 1:1000 SIGMA

ag ta itopo Fla oliclonal conejo :

Sl A - J ALDRICH
SIGMA-
Flag tag Epitopo Flag Monoclonal ratén WB 1:1000
ALDRICH
p53 DO-1 p53 (aa 11-25) Monoclonal ratén WB 1:500 Santa Cruz
p53 Pab- )
1801 p53 (aa32-79) Monoclonal ratén WB 1:1000 Santa Cruz
_ _ WB 1:1000
p53 CM1 p53 Policlonal conejo Novocastra
IF 1:200
p53 pThril8 ) ) )
p53 fosforilada Thr18 Policlonal conejo WB 1:1000 Abcam
ab30659
Ubiquitina Ubiquitina libre o . .
) o Policlonal conejo WB 1:1000 Abcam
ab19247 proteinas ubiquitinadas

Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados con su correspondiente dilucién para Western blot (WB) e
inmunofluorescencia (IF).
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LINEAS CELULARES

Linea ) : o Medio de
Organismo Procedencia Caracteristicas _
celular cultivo
HEK-293T Humano Embrionarias de rifién DMEM, 10%FBS
A549 Humano Carcinoma de pulmén DMEM, 10%FBS
) . Transformadas por
HelLa Humano  Adenocarcinoma de cérvix DMEM, 10%FBS
VPH-18
Adenocarcinoma de
MCF-7 Humano DMEM, 10%FBS
pulmén
) McCoy'’s,
HCT116 Humano Carcinoma colorectal
10%FBS
WS1 Humano Fibroblastos DMEM, 10%FBS
DMEM 1:1 DMEM
SH-SY5Y Humano Neuroblastoma
F12, 10%FBS
U20S Humano Osteosarcoma DMEM, 10%FBS

Tabla 3. Informacién de las lineas celulares utilizadas.
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PLASMIDOS DE ADN RECOMBINANTE

Construccion Vector Inserto Uso
o » Expresion en
Coilina-Myc-DKK pCMV6-Myc-DKK Coilina .
eucariotas
o » Expresion en
AU5-Coilina pCEFL-AU5 Coilina .
eucariotas
Expresion en
SMN-Myc-DKK pCMV6-Myc-DKK SMN .
eucariotas
Coilina(S184A)-Myc- Coilina mutantes Serina 184 Expresion en
pCMV6-Myc-DKK . .
DKK Alanina eucariotas
Coilina(S184E)-Myc- Coilina mutantes Serina 184 Expresion en
pCMV6-Myc-DKK i )
DKK Glutdmico eucariotas
o . ) o Expresion en
Ubiquitina-His pcDNAS3. 6xHis Ubiquitina

eucariotas

L . ) o Expresion en
Ubiquitina(K48R)-His pcDNAS3. 6xHis Ubiquitina mutante Lys48Arg )
eucariotas

L . . o Expresion en
Ubiquitina(K63R)-His pcDNAS3. 6xHis Ubiquitina mutante Lys63Arg

eucariotas
o ) ) Ubiquitina todas las Lys Expresion en
Ubiquitina(K48)-His pCMV5-His )
mutadas excepto Lys48 eucariotas
L ) . Ubiquitina todas las Lys Expresion en
Ubiquitina(K63)-His pCMV5-His .
mutadas excepto Lys63 eucariotas
. o Expresion en
HA-Ubiquitina pSSK-HA Ubiquitina .
eucariotas
Expresion en
HA-RNF8 PcDNA3.1-HA RNF8 .
eucariotas
Expresion en
Mdm2 pCOC Mdm2 .
eucariotas
Expresion en
VRK1-Myc pcDNA3.1 VRK1 .
eucariotas
Expresion en
VRK1-NL-Myc pcDNA3.1 VRK1-NL (1-332) i
eucariotas
Expresion en
VRK1-NC-Myc pcDNA3.1 VRK1-NC (1-267) .
eucariotas
Expresion en
GST-VRK1 pCEFL-GST VRK1 .
eucariotas
Expresion en
GST-VRK1-C pCEFL-GST VRK1-C (267-396)

eucariotas

186



pGEX-GST-VRK1

PGEX-p53 (1-85)

mVRK1-Myc-DKK

mVRK1 (K179E)-Myc-
DKK

HA-VRK1

HA-VRK1 (K179E)

HA-VRK1 (R89Q)

HA-VRK1 (R133C)

HA-VRK1 (V236M)

HA-VRK1 (R358X)

HA-VRK1
(R391/R393/V394)
HA-VRK1 (K179E)
(R391/R393/V394)
HA-VRK1 (R89Q)
(R391/R393/V394)
HA-VRK1 (R133C)
(R391/R393/V394)
HA-VRK1 (V236M)
(R391/R393/V394)
HA-VRK1 (R358X)
(R391/R393/V394)
pMD26-VSV-G

pCMV-dRp8.91-Gag-Pol

pQCXIP-VRK1
pCL-Ampho

Materiales y métodos

pGEX4T1-GST VRK1

pGEX-2T p53 murino (aa 1-85)

pCMV6-Myc-DKK VRK1 murina

pCMV6-Myc-DKK VRK1 murina K179E

pCEFL-HA VRK1

pCEFL-HA VRK1 mutacion K179E

pCEFL-HA VRK1 mutacion R89Q

pCEFL-HA VRK1 mutacién R133C

pCEFL-HA VRK1 mutacién V236M

pCEFL-HA VRK1 mutacién R358X

pCEFL-HA . .

VRK1 resistente a siVRK1-01

(R391/R393/V394)

pCEFL-HA VRK1(K179E) resistente a
(R391/R393/V394) siVRK1-01

pCEFL-HA VRK1(R89Q) resistente a
(R391/R393/V394) siVRK1-01

pCEFL-HA VRK1(R133C) resistente a
(R391/R393/V394) siVRK1-01

pCEFL-HA VRK1(V236M) resistente a
(R391/R393/V394) siVRK1-01

pCEFL-HA VRK1(R358X) resistente a
(R391/R393/V394) siVRK1-01

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

pPQCXIP VRK1 humana

pCL-Ampho (Retrovirus packaging vector)

Proteina de fusién
Proteina de fusion
Expresion en
eucariotas
Expresion en
eucariotas
Expresion en
eucariotas
Expresion en
eucariotas
Expresion en
eucariotas
Expresion en
eucariotas
Expresion en
eucariotas
Expresion en

eucariotas

Rescate de fenotipo

Rescate de fenotipo

Rescate de fenotipo

Rescate de fenotipo

Rescate de fenotipo

Rescate de fenotipo

Envuelta virica
Empaquetamiento del
virus
Infeccion VRK1

Empaquetamiento

Tabla 4. Informacion de los vectores recombinantes utilizados. Se indican los plasmidos utilizados con su
inserto correspondiente.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

A

aa: aminoacidos

ADN: acido desoxirribonucleico
ADNCc: ADN codificante

aDMA: asymmetric dimethylation
AP1: activator protein 1

Apaf-1: apoptosis protease-activating
factor-1

APP: amyloid-precursor protein
ARN: &cido ribonucleico

ATF-2: activating transcription factor 2
ATP: adenosina 5'trifosfato

ARNr: ARN ribosomal

ARNmM: ARN mensajero

ARNsn: small nuclear RNAs
ARNSsno: small nucleolar RNAs
ARNsca: ARNSs del cuerpo de Cajal

B

BAF: barrier to autointegration factor
Bax: Bcl-2 associated x protein
Bcl-2: B-cell leukemia/lymphoma 2
Bcl-xL: B cell ymphoma-extra large
BSA: bovine serum albumin

C

CKI: casein kinase |

CKIl: casein kinase Il

CAMK-1V: calcium/calmodulin-dependent
protein kinase type IV

CREB: cAMP response element binding
CBs: Cajal bodies

COX-2: ciclooxigenasa-2

D

DAPI: 4,6, DiAmidino-2-Phenil Indol
DMEM: Dulbeco’s modified — minimum
essential medium

DMSO: dimetil sulféxido

DRAM: damage-regulated autophagy
modulator
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Glosario abreviaturas

E

EDTA: ethylenediamine-tetraacetic acid
EFG: factor de crecimiento epidérmico
ERK1/2: extracellular signal-regulated
kinase

EST: expressed sequence tag

F

FBS: fetal bovine serum

G

GST: Glutatiéon-S-Transferasa

H

h: hora

H2AX: histona 2AX

HA: hemaglutinina

HLBs: histone locus bodies

hnRNPs (R/Q): ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas Ry Q

hTR (TERC): human telomerase RNA or
telomerase RNA component

IF: inmunofluorescencia
IPTG: IsoPropil-B-D-tiogalactopirandsido

J

JIP1: INK-Interaction protein 1
JNK: c-jun N-terminal kinase

K

kb: kilobase
kDa: kilodalton
KSR1: kinase supressor of Ras 1

L

LB: medio “Luria Bertani”
LEM: lamin-interacting proteins

M

m/v: relaciébn masa/volumen
M: molar

mg: miligramo

min: minuto



mL: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

MAPK: mitogen-activated protein kinase
MMA: monomethylathion

MBP: myelin basic protein

MDC1: mediator of DNA damage
checkpoint protein 1

MEK1: mitogen-activated protein kinase 1

N

NFAT: nuclear factor of activated T cells
NPAT: nuclear protein of the ataxia
telangiectasia mutated locus

NLS: nuclear localization signal

NMJ: neuromuscular junction

NoLS: nucleolar localization signal

nm: nanémetro

nM: nanomolar

P

PARP: poly ADP ribose polymerase
PBS: phosphate buffer salinum

PCH: hipoplasia pontocerebelosa
PCR: polymerase chain reaction
PKA: protein kinase A

Plk3: polo-like kinase 3

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate
PMLs: promyelocytic leukemia nuclear
bodies

PMSF: phenyl methyl sulfony! fluoride
PPM1G: protein phosphatase 1G
pre-ARNm: precursor del ARNm
PRMTSs: protein arginine
methyltranferases

PVDF: PolyVinyliDene Fluoride

R

Ran: ras-related nuclear

RNFS8: ring finger 8

RNPs: ribonucleoproteinas

rpm: revoluciones por minuto

RPMI: medio de cultivo, Roswell Park
Memorial Institute

RT: region transmembrana

Glosario abreviaturas
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RT-PCR: reverse transcriptase PCR
RNPsn: small nuclear ribonucleoproteins
RNPsno: small nucleolar
ribonucleoproteins

S

SDS: sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGE: SDS-PolyAcrilamide Gel
Electrophoresis

sDMA: symmetric dimethylation

SmB: small nuclear ribonucleoprotein-
associated protein B

SMN: survival motor neuron

SMA: spinal muscular atrophy

SUMO: small ubiquitin-related modifier
siARN: small-interference RNA

T

TAE: Tris-Acetato-EDTA

TAK1: TGF- B activated kinase

TBS-T: Tris buffer salino con Tween-20
TNF: tumor necrosis factor

U

Ub: ubiquitina

Ubc9: ubiquitin-conjugating enzyme E2I
UNRIP: UNR-interacting protein

UV: radiacion ultravioleta

\Y,

V: voltio
VRK: vaccinia related kinase
v/v: relacion volumen/volumen

w

WB: Western blot

z

ZPR1: zinc finger protein 1

MCi: microcurio

Mg: microgramo

ML: microlitro

MM: micromolar

Mm: micrometro

°C: grado centigrado



Glosario abreviaturas

Aminoéacidos

Abreviatura Aminoécido
A Ala Alanina
C Cys Cisteina
D Asp Aspartato
E Glu Glutamico
F Phe Fenilalanina A Adenina
G Gly Glicina T Timina
H His Histidina = Guanina
I lle Isoleucina c Citosina
K Lys Lisina = Uil
L Leu Leucina
M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina
Q GIn Glutamina
R Arg Arginina
S Ser Serina
T Thr Treonina
V Val Valina
w Trp Triptéfano
Y Tyr Tirosina

Tabla 5. Aminoacidos y bases nitrogenadas con sus abreviaturas correspondientes.
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