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INTRODUCCION

1.1. Céncer y sefializacion en cancer

El cancer es una enfermedad multigénica y multicelular que puede surgir
en todos los tipos celulares y oOrganos con una etiologia multifactorial. Hay
evidencias que indican que la tumorigénesis en humanos es un proceso de varias
fases que reflejan alteraciones genéticas que provocan la progresiva transformacion
de células humanas normales en lineas malignas. Las células cancerosas tienen
defectos en los circuitos de regulacion que gobiernan la proliferacion celular
normal y la homeostasis. El extenso catalogo de los genotipos de las células
cancerosas seria una manifestacion de seis alteraciones esenciales en la fisiologia
de las células que colectivamente dictaminarian un crecimiento maligno:
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales inhibitorias de
crecimiento, evasion de la muerte celular programada (apoptosis), potencial
replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, e invasion de tejidos y metastasis
(Hanahan y Weinberg, 2000). El progreso conceptual en la pasada década ha
anadido 2 alteraciones emergentes que son la reprogramacion del metabolismo de
la energia y la evasion de la destruccion inmune. Ademas, los tumores presentan
otra dimension de complejidad, que es la capacidad de reclutar células
aparentemente normales que contribuyen a la adquisicion de rasgos distintivos
creando el “microambiente del tumor” (Hanahan y Weinberg, 2011). Si hay un
crecimiento celular incontrolado o metastasis extendidas, esto causara la muerte del
individuo (Chaffer y Weinberg, 2011). La pasada década se ha presenciado un
considerable progreso hacia el tratamiento y entendimiento de los mecanismos
propuestos por Hanahan y Weinberg y junto con los avances en la deteccion
temprana y en las diversas modalidades de tratamiento, muchos canceres se han
convertido en curables (Pollack et al., 2009).

El cancer puede ser visto como la pérdida de comportamientos

cooperativos de la célula que normalmente facilitan multicelularidad, incluyendo la
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formacion de tejidos y organos (Abbott et al., 2006). Numerosas alteraciones en las
secuencias del DNA subyacen en el desarrollo de cada neoplasma y un objetivo
central de la investigacion en el cancer ha sido identificar los genes mutados que
estan implicados en oncogénesis, denominados como oncogenes. Las proteinas que
estan codificadas por dichos genes normalmente regulan la proliferacion,
diferenciacion y muerte celular (Futreal et al., 2004). Las alteraciones del ADN que
llevan a propiedades asociadas a tumores son favorecidas por la seleccion natural
que a la larga conducen a la adquisicion de propiedades neoplasicas (Vogelstein y
Kinzler, 1993). Inicialmente, esto supone la desregulacion de la proliferacion y
resistencia a la apoptosis. Posteriormente, algunas células cancerosas adquieren la
habilidad de invadir y colonizar otros tejidos dando lugar a metastasis que son las

principales responsables de la mortalidad asociada al cancer.

1.1.1. Senalizacion en cancer

El proceso mediante el cual la actividad celular se coordina con cambios en
el ambiente a través de diversas vias que reciben y procesan sefiales tanto del
ambiente externo como de diferentes regiones del interior celular es lo que
llamamos sefializacion. Esas vias no son lineales, sino que forman parte de una red
resultante de la interconexidon entre diferentes rutas de sefializacidon y esto es
posible porque un mismo compuesto de sefializacion es capaz de recibir sefiales de
multiples entradas (Jordan et al., 2000).

Diversas rutas de sefalizacion se interrelacionan para regular el
crecimiento, proliferacion y supervivencia celulares. La alteracion en esas rutas
puede traer como consecuencia la aparicion de un proceso tumoral. El proceso de
transformacion maligna de un grupo de células hasta dar lugar a un tumor se
produce en pasos discretos, la mayoria de los cuales se corresponden con la

alteracion de un gen especifico. Hay evidencias de que existen un ntimero limitado
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de rutas moleculares cuya alteracion da lugar a la mayoria de los canceres (Hahn y
Weinberg, 2002).

A continuacién se detallan las seis alteraciones esenciales en la fisiologia
de las células que colectivamente dictaminarian un crecimiento maligno descritas
por Hanahan y Weinberg en el afio 2000 (Figura 1.1), asi como algunas de las vias

de sefializacion afectadas en cada caso:

Figura 1.1. Las caracteristicas del cancer (Hanahan y Weinberg, 2000).
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1.1.1.1. Autosuficiencia en serfiales de crecimiento

Podria decirse que la caracteristica fundamental de las células cancerosas
es su capacidad para la proliferacion cronica sostenida. Los tejidos normales
controlan la produccion y liberacion de factores de crecimiento que ordenan la
entrada y progresion del ciclo de division y crecimiento celular, de ese modo
garantizan la homeostasis celular, el mantenimiento de la arquitectura normal y las
funciones de los tejidos. Las células cancerosas, mediante desregulacion de estas
sefales, se convierten en duefias de sus propios destinos. La mayoria de estas
sefiales son factores de crecimiento que se unen a los receptores de superficie de las
células, que normalmente contienen dominios con actividad tirosina quinasa.
Sorprendentemente, las identidades y fuentes de las sefiales proliferativas que
operan en los tejidos normales todavia son pobremente entendidas. Sin embargo, la
sefializacion mitogénica en células cancerosas si estd mejor comprendida (Lemmon
y Schlessinger, 2010; Witsh et al., 2010; Hynes y MacDonald, 2009; Perona,
2006). Las células cancerosas adquieren la capacidad de sefializacion proliferativa
sostenida con numerosas vias alternativas. Pueden producir ligandos de factores de
crecimiento por si mismas originando una estimulacion proliferativa autocrina.
Alternativamente, pueden enviar sefiales para estimular células normales que
sostienen la matriz extracelular asociada al tumor y asi suministrar a las células
cancerosas diversos factores de crecimiento (Cheng et al., 2008; Bhowmick et al.,
2004). Los receptores de sefiales pueden también ser desregulados por la elevacion

de los niveles de proteinas receptoras expuestas en las células cancerosas.
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1.1.1.2. Evasion de seriales inhibitorias

Las células cancerosas evitan los programas que regulan negativamente la
proliferacion celular, la mayoria dependientes de las acciones de los genes
supresores de tumores. Los dos prototipos mejor conocidos de supresores de
tumores codifican las proteinas RB (asociadas al retinoblastoma) y TP53, operando
como nodulos centrales de control mediante dos claves complementarias en la
regulacion celular, las decisiones de proliferar o bien, de activar los programas de

senescencia y apoptosis.

1.1.1.3. Evasion a la muerte celular (apoptosis).

El concepto de la muerte celular programada o apoptosis como barrera
natural para el desarrollo del cancer ha sido establecido por estudios funcionales
desarrollados las dos ultimas décadas (Adams y Cory, 2007; Lowe et al., 2004;
Evan y Littlewood, 1998).

La maquinaria apoptética estda compuesta de componentes reguladores y
efectores (Adams y Cory, 2007). Los reguladores, a su vez, estan divididos en dos
circuitos principales, uno recibiendo y procesando sefales extracelulares que
inducen la muerte (el programa apoptotico extrinseco, involucrando por ejemplo el
ligando Fas/receptor Fas), y el otro detectando e integrando diversas senales de
origen intracelular (el programa intrinseco). Esto culmina en la activacién de una
proteasa normalmente latente (caspasas 8 y 9, respectivamente), que proceden a
iniciar la cascada de proteolisis implicando a las caspasas efectoras responsables de
la fase de ejecucion de la apoptosis, en la que la célula es progresivamente
desensamblada y después consumida, por sus cé¢lulas vecinas y por células

fagocitarias.
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1.1.1.4. Potencial replicativo ilimitado

En el afio 2000, fue ampliamente aceptado que las células cancerosas
requieren potencial replicativo ilimitado para generar tumores macroscopicos. Esta
capacidad contrasta con el comportamiento de las células en la mayoria de los
linajes celulares, que son capaces de realizar s6lo un numero limitado de sucesivos
ciclos de division y crecimiento. Esta limitacion se ha asociado con dos barreras
bien definidas a la proliferacion: senescencia, una entrada irreversible a un estado
no proliferativo pero viable, y crisis, que implica la muerte celular.

Hay evidencias que indican que los telomeros protegen los finales de los
cromosomas, implicados en la capacidad de la proliferacion ilimitada (Blasco,
2005; Shay y Wright, 2000). En humanos, el mantenimiento de los teldmeros sirve
como control del nimero de divisiones celulares, regulando asi la vida de la célula.
La alteracion de este mecanismo, impidiendo el acortamiento normal de los
telomeros tras cada division celular, es un fenémeno comun en las células

cancerosas (Blasco, 2003).

1.1.1.5. Induccion de la angiogénesis

La formacion de nuevos vasos sanguineos es necesaria para que los
tumores puedan alcanzar cierto tamafo. Para ello se ha de adquirir la capacidad de
atraer células endoteliales (Hanahan y Folkman, 1996). Este proceso es gobernado
por factores compensatorios que inducen o se oponen a la angiogénesis (Baeriswyl
y Christofori, 2009; Bergers y Benjamin, 2003). Algunos de estos reguladores
angiogénicos son proteinas de sefializacion que se unen a receptores superficiales
celulares, estimuladores o inhibitorios, expuestos por células endoteliales

vasculares. Los prototipos mejor conocidos de inductores e inhibidores de la
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angiogénesis son el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEFG-A) y

trombospondin-1 (TSP-1), respectivamente.

1.1.1.6. Activacion de la invasion y metdstasis.

La alteraciéon mejor caracterizada implica la pérdida en las células de
carcinomas de la E-cadherina, una molécula clave en la adhesion célula a célula.
Un aumento en la expresion de E-cadherina dificulta la invasion y metastasis,
mientras que la reduccion de su expresion potencia dichos fenotipos. La frecuente
observacion de la downregulation e inactivacion mutacional ocasional de E-
cadherina en carcinomas humanos proporciona gran apoyo para su papel como
supresor clave de esta capacidad alternativa (Berx y van Roy, 2009; Carvallaro y
Christofori, 2004).

El proceso de invasion y metastasis ha sido esquematizado como una
secuencia de pasos discretos, frecuentemente denominados cascada de invasion-
metastasis (Talmadge y Fidler, 2010; Fidler, 2003). Esta descripcion prevee una
sucesion de cambios celulares-bioldgicos, empezando por la invasion local, luego
la intravasacion de células cancerosas en vasos sanguineos y linfaticos adyacentes,
transito de células cancerosas a través del sistema linfatico y hematogenos, seguido
de la fuga de células cancerosas desde el lumen de tales vasos al parénquima de
tejidos distantes (extravasacion), la formacion de pequefios nddulos de células
cancerosas (micrometastasis), y finalmente el crecimiento de las lesiones
micrometasticas en tumores macroscopicos, este ultimo paso denominado

“colonizacion”.
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1.2. Quinasas y cancer

La mayoria de los procesos biologicos son regulados por reacciones de
fosforilacion reversible mediadas por quinasas y fosfatasas (Hunter 1987; Karin y
Hunter 1995).

Las quinasas son enzimas que catalizan la unién covalente de un grupo
fosfato a residuos de serina, treonina o tirosina (aminoacidos susceptibles de ser
fosforilados ya que contienen un grupo hidroxilo) en proteinas diana. Estas
enzimas se caracterizan por una elevada homologia en el dominio quinasa o
dominio catalitico, consistente en una secuencia de 250-300 aminoacidos (Hanks y
Hunter, 1995; Hanks et al., 1988). Hay tres subgrupos principales de quinasas en
funcion del tipo de residuos que son capaces de fosforilar: las serina/treonina
quinasas, las tirosina quinasas y las quinasas duales que fosforilan los tres tipos de
residuos. Las fosforilaciones son modificaciones covalentes reversibles que a nivel
celular son contrarrestadas por otras enzimas denominadas fosfatasas, encargadas
de eliminar enzimaticamente el grupo fosfato afiadido previamente por una
quinasa. Las fosforilaciones pueden controlar propiedades como la actividad
enzimatica del sustrato, su localizacion celular, su interaccion con otras proteinas o
su degradacion (Hanks y Hunter, 1995; Hanks et al., 1988; Johnson y Lapadat,
2002; Yaffe y Elia, 2001). Las proteinas quinasas median la mayor parte de las
rutas de sefializacion intracelular en las células eucariotas, siendo la fosforilacion
de proteinas la modificacion transduccional mas utilizada para las situaciones
donde se necesita una rapida modulacion de la actividad de factores de
transcripcion en respuesta a sefiales procedentes de receptores de la superficie
celular (Karin y Hunter, 1995). Estas enzimas controlan procesos como
transcripcion génica, progresion del ciclo celular, metabolismo, reorganizaciones

del citoesqueleto y movimiento celular, apoptosis o diferenciacion (Hunter, 1995).

10



INTRODUCCION

La fosforilacion de proteinas también juega un papel esencial en la comunicacion
intercelular durante el desarrollo embrionario, las respuestas fisiologicas
implicadas en el mantenimiento de la homeostasis y el funcionamiento de los
sistemas nervioso e inmune (Kostich et al., 2002; Manning, et al., 2002a; 2002b).

Es por ello que la alteracion y desregulacion de proteinas quinasas claves
juega un papel fundamental en desordenes fisiolégicos generando multiples
enfermedades incluyendo el cancer (Colucci-D’Amato et al., 2003; Hunter, 1987).
Asi por ejemplo, muchas de las proteinas oncogénicas conocidas son quinasas
(Blume-Jensen y Hunter, 2001; Futreal et al., 2004; Hunter, 1997; Yang et al.,
2003).

1.2.1. El “quinoma humano”

Manning y colaboradores han catalogado filogenéticamente todas las
quinasas humanas en lo que se ha denominado el “Quinoma humano”, haciendo
uso de las bases de datos gendmicas disponibles, los ADN codificantes y las EST
(“expressed sequence tags™) introducidas en el “GenBank”. De este modo han
identificado 518 genes que codifican para presuntas quinasas, de los cuales 71 no
habian sido descritos hasta ese momento. Y se han clasificado en 8 grupos, cada
uno de ellos divididos en varias subfamilias (Manning et al., 2002a; 2002b). Dentro
del mismo grupo que evoluciond a las caseina quinasas I, en una rama temprana se
encuentra la familia de quinasas VRK (vaccinia-related kinases), con las que
comparten un gran parecido en el dominio catalitico (Lopez-Borges y Lazo, 2000)

(Figural.2).

11
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Figura 1.2. VRKI1 en el quinoma humano. VRK1 forma parte de la familia de

las VRK que divergieron pronto en la evolucion a partir de la rama de las caseina quinasas

tipo 1 (CK1) (Manning et al. 2002).

1.2.2. La familia de quinasas VRK (Vaccinia-related kinase)

La familia de quinasas VRK consta de tres miembros en humanos: VRK1,

VRK2 (con dos isoformas distintas A y B) y VRK3 (Nezu et al., 1997) (Figura

1.3).

12
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Figura 1.3. Estructura de las quinasas humanas de la familia VRK. Las
proteinas estan alineadas seglin identidad de secuencia de aminoécidos.

Nezu y colaboradores describen inicialmente la quinasa humana VRKI,
mediante el empleo de una libreria de ADNc (ADN complementario al ARNm),
proveniente de tejidos fetales con alta tasa de proliferacion celular, disefiada para la
busqueda de quinasas implicadas en la regulacion de la division y crecimiento
celular (Nezu et al., 1997). La secuencia completa de este gen se empled, a través
de una busqueda en bases de datos de EST, para identificar otro gen con un 62% de
homologia con el anterior que codifica la quinasa humana VRK2 (Nezu et al,,
1997). Ambas proteinas presentan una importante homologia de secuencia con la
serin/treonin quinasa B1R del virus Vaccinia, una quinasa de expresion temprana
durante la infeccion viral y con un papel esencial para la replicacion del ADN viral
(Banham y Smith, 1992; Lin et al., 1992; Rempel et al., 1990; Rempel y Traktman,
1992). VRK1 tiene un 40% de identidad sobre 305 aminoacidos de BIR y VRK2
un 38,7% sobre 300 aminoacidos. Teniendo en cuenta la secuencia transcrita

completa, VRK1 posee una identidad de secuencia del 44% con VRK2 mientras
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que con VRK3 es del 33%. Si atendemos sélo al dominio catalitico las identidades
de secuencia son del 53% entre VRK1 y VRK2 y del 32 % entre VRK1 y VRK3
(Figura 1.4). Ademas, la expresion ectopica de VRK1 es capaz de complementar
parcialmente la deficiencia de BIR en la replicacion del ADN viral que presenta el
mutante sensible a temperatura ts2 del virus Vaccinia, aunque no se recupera

totalmente la produccion de virus (Boyle y Traktman, 2004).

40% 39% 31%

Figura 1.4. Porcentajes de identidad entre las secuencias de BIR con la
familia de quinasas humanas VRK.

Los ARN mensajeros de VRK1 y VRK2 se detectaron mediante northern
blot en todos los tejidos examinados, con niveles de expresion especialmente altos
en tejidos como higado fetal, testiculos y timo para VRK1; y pancreas, miisculo
esquelético, corazon y leucocitos de sangre periférica para VRK2. También se
encontraron altos niveles de expresion en varias lineas celulares tumorales como
A549 (adenocarcinoma de pulmoén), SW480 (adenocarcinoma colorrectal), Raji
(linfoma de Burkitt)), MOLT-4 (leucemia linfoblastica), K-562 (leucemia

mielogena cronica), HL-60 (leucemia promielocitica) o Hela S3 (adenocarcinoma
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de cérvix). Por sus altos niveles de expresion en lineas tumorales y en tejidos
altamente proliferativos como testiculos, timo e higado fetal se postuld que las
quinasas VRK podrian estar involucradas en la regulacion del crecimiento celular
con un posible papel en tumorigénesis (Nezu et al., 1997).

Posteriormente se ha identificado un tercer miembro de la familia,
denominado VRK3, ademas de un pseudo gen de VRK3 del que no se ha detectado
expresion. Recientemente se ha llevado a cabo un analisis comparativo de las
proteinas de la familia VRK de mamiferos. Tanto VRK1 y VRK2 como VRK3 se
expresan en todos los tejidos analizados en humanos y ratéon pero, sin embargo,
solo las dos primeras parecen tener actividad enzimatica, puesto que VRK3 posee
sustituciones de aminoacidos esenciales para la actividad catalitica de estas
proteinas (Nichols y Traktman, 2004).

La familia de quinasas VRK se relaciona de forma distante con las casein
quinasas de tipo 1 (CKI), pero la conservacion del dominio quinasa es débil
presentando sustituciones en residuos clave (Manning et al., 2002a; Scheeff et al.,
2009). Se cree que un Gnico gen ancestral para las proteinas VRKs se duplicd dos
veces a lo largo de la evolucion de la rama de los vertebrados generando tres genes
de la familia VRK, mientras que los invertebrados han mantenido un unico gen

(Figura 1.5)
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Familia CKI

CKia
CK1u2
CK14
CKi1e
CK1y1
CK1y3
CK1y2
TTBK1
TTBK2
VRK1
VRK2

VRK3

Figura 1.5. Familia de las caseina quinasa tipo I dentro del quinoma humano
(Manning et al., 2002)

Existen homologos de los genes VRK en organismos modelo. En el gusano
nematodo Cahenorabditis elegans existe un homologo a VRKI1 que es el gen
F28B12.3, localizado en el cromosoma 2, cuyo ortélogo en el también nematodo
modelo Cahenorabditis briggsae es el gen CBG02540 y que codifica una proteina
quinasa de 610 aminoacidos. Los datos de inhibicion por ARN de interferencia
muestran un fenotipo letal embrionario con defectos en las divisiones celulares y la
formacion del huso mitético (Gorjanacz et al., 2007; Kamath et al., 2003) y
fenotipo post-embrionario de crecimiento lento (Simmer et al., 2003). Estos datos
lo sitian como posiblemente involucrado en eventos esenciales de la division
celular. Recientemente se ha descrito que VRK1 es requerido para la proliferacion
normal de células germinales y regula, en parte, la actividad de CEP1 (ortologo de

p53) (Waters et al., 2010).
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En Drosophila melanogaster existe un gen de la familia, el gen CG6386
que codifica dos transcritos diferentes: CG6386-RA y CG6386-RB (Morrison et
al., 2000). También tiene homologos para VRK1 y VRK2 el pez cebra Dario rerio
y el anfibio Xenopus laevis para los tres miembros de la familia.

No se han descrito miembros homologos de la familia en levaduras, pero si
se encuentran proteinas posiblemente ancestros de las actuales VRK, de las que
podrian derivar éstas. Este es el caso del gen Hrr25/YPL204W de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que codifica una isoforma de caseina quinasa de tipo I
implicada hipotéticamente en dafio al ADN y division celular (Ho et al., 1997). El
mutante nulo para esta proteina muestra también un crecimiento lento ademas de
otras anormalidades en el ciclo celular e hipersensibilidad al dafio en el ADN. Su
ortdlogo en Schizosaccharomyces pombe es el gen HHP1 (Dhillon y Hoekstra,
1994), un gen implicado en reparacion del ADN tras irradiacion gamma.

En el raton Mus musculus, la proteina VRK1, anteriormente descrita como
51PK (Zelko et al. 1998), posee una homologia del 87% con la proteina humana y
es una quinasa exclusivamente nuclear que presenta una alta autofosforilacion en
residuos de serina. Se han encontrado tres formas distintas de su ARN mensajero,
que se expresan en varios tejidos, con altos niveles en testiculos, bazo, pulmén e
higado (Zelko et al. 1998; Nichols y Traktman 2004), 6rganos que experimentan
una alta tasa de proliferacion celular durante el desarrollo embrionario. Sin
embargo, los niveles de expresion de VRK2 son muy inferiores (unas diez veces) a
los de VRK1 y VRK3 (Vega et al., 2003). En los tejidos adultos de raton el nivel
de expresion de las tres quinasas es dependiente del tejido celular (Kang y Kim,
2008; Vega et al., 2003; Zelko et al., 1998).

También se sabe que existen homodlogos de VRKI en el mosquito
Anopheles gambiae, el pez cebra Dario rerio, el anfibio Xenopus laevis, el ave

Gallus gallus, en mamiferos como el mono africano verde Cercopithecus aethiops,
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el chimpancé Pan troglodytes, el perro Canis familiares y la rata Rattus norvegicus
(Hoffmann y Valencia, 2004).

La teoria propuesta es que esta familia de proteinas apareciera en
organismos tan simples como los gusanos nematodos y de ahi se expandiera en la
evolucion hasta organismos de organizacion superior desde la mosca a humanos.

La figura 1.6 representa las relaciones filogenéticas entre VRK y sus

homologos en otros organismos asi como con proteinas relacionadas con levaduras.

F28B12.3

DmVRK1
—hVRK2

_Em'v‘FlKZ
'VRK2
XIVRK?2
_:DrVFlKZ
XIVRK1
DrVRK1

h¥RK1
i rYRK1
mYRK1

Figura 1.6. Relaciones filogenéticas entre las proteinas VRKs. VRK1, VRK2 y
VRK3 humanas (hVRK), de raton (mVRK), rata (rVRK), pez cebra (DrVRK), Xenopus
(XIVRK1), Drosophila (DmVRK1), C. elegans (F28B12.3), Vaccinia (B1R), S. cerevisiae
(HRR25) y S. pombe (HHP1).
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1.2.2.1. VRK1 (“Vaccinia-related kinase 1)

La VRK1 humana es una proteina de 396 aminoacidos cuyo gen se localiza
en la region cromosdmica 14q32. El extremo amino, en el cual se encuentra el sitio
de union a ATP entre los residuos 43-71 y el sitio serina-treonina quinasa activo
entre los residuos 173-185, presenta una elevada similitud con el dominio catalitico
de la caseina quinasa de tipo I 6 (Lopez-Borges y Lazo, 2000), mientras que el
dominio carboxilo contiene una secuencia de localizacion nuclear (residuos 356-
360) y no presenta homologia con ninguna otra proteina conocida, incluso difiere
bastante de la parte carboxilo terminal de las otras quinasas de la familia, VRK2 y
sobre todo VRK3, y se cree que constituye el dominio regulador de la proteina
(Lopez-Borges y Lazo, 2000; Nichols y Traktman, 2004). VRK1 presenta una alta
autofosforilacion en residuos de serina y de treonina (Lopez-Borges y Lazo, 2000).
Las caseina quinasas también presentan esta caracteristica aunque con un patrén
diferente, y se ha descrito que en ellas la autofosforilacion de su carboxilo terminal
inhibe su actividad (Knippschild et al., 2005). En relacion con éstas, que es el
grupo con el que esta proximamente relacionada, VRK1 presenta una actividad
quinasa caracteristica, ya que al igual que éstas, fosforila proteinas acidas (fosvitina
y caseina) pero a diferencia de ellas también fosforila proteinas bésicas (proteina
basica de mielina “MBP” e histona 2B) (Lopez-Borges y Lazo, 2000).

A pesar de tener una sefial de localizacion nuclear en su secuencia (Lopez-
Borges y Lazo, 2000), la localizacion subcelular de la quinasa humana VRK1
endogena varia dependiendo del tipo celular y las condiciones de crecimiento. Lo
mas comun es que se encuentre en el nucleo de las células, siendo capaz de
asociarse a la cromatina, pero presente también en el nucleoplasma. En algunos
casos también se encuentra en el citoplasma y a veces dentro del aparato de Golgi

(Kang et al.,, 2007; Lazo et al., 2007; Valbuena et al., 2007a), y aunque
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normalmente esta excluida del nucleolo, en alguna ocasion ha sido descrita como
quinasa nucleolar (Andersen et al., 2005).

En cuanto a su actividad bioquimica, muestra una dependencia por cationes
divalentes como Mn"™, Mg™ y Zn™ y mayor afinidad por el MnCl, (Km de 0.6
mM) que por el MgCl, (Km de 2.8 mM). Otra diferencia con las caseina quinasas
es que, al contrario que estas, VRKI1 es capaz de usar GTP como donador de
fosfato aunque con una Km de 220 pM frente a 50 uM para el ATP (Barcia et al.,
2002).

Se desconocen los mecanismos de estimulacion y modulacion de la
actividad de esta quinasa, aunque recientemente se ha descrito, mediante estudios
de expresion génica de ADN, que el gen VRK] esta regulado positivamente por el
factor de transcripcion E2F y negativamente por pl6 y Retinoblastoma (Rb),
situdndolo como gen diana en la via pl6 ™ **-Rb-E2F (Vernell et al., 2003).
También se ha encontrado sobre-expresado en respuesta a la expresion del
protooncogén c-Myc en linfocitos B (Vernell et al., 2003; Shiio et al., 2003;
Schuhmacher et al., 2001).

1.2.2.1.1. Sustratos de VRK1

La fosforilacion de factores de transcripcion es un extendido mecanismo
para la regulacion de la senalizacion celular y la expresion génica (Karin y Hunter
1995). En lo que respecta a posibles sustratos, hasta la fecha se ha descrito que
VRKI fosforila y activa varios factores de transcripcion, como son p53 (Lopez-
Borges y Lazo, 2000; Barcia et al., 2002; Vega et al., 2004; Kwon et al., 2005;
Toledo y Wahl, 2006), ATF2 (Sevilla et al., 2004b), c-Jun (Sevilla et al., 2004a) y
CREB (Kang et al., 2008) y a BAF (Nichols et al., 2006) e Histona H3 (Kang et al.,
2007) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Diagrama mostrando las principales dianas de fosforilacion de

VRKI1.
1.2.2.1.1.1. Supresor de tumores p53

El supresor de tumores p53, es una proteina de 396 aminoacidos y con un
peso molecular de 53 kDa. Es un factor de transcripcion (Kern et al., 1991; el-
Deiry et al., 1993) que se encuentra inactivado en cerca de un 50% de los tumores
(Hollstein et al., 1994) bien a consecuencia de mutaciones o delecciones en el gen
TP53, bien por defectos en mecanismos que activan p53. Este supresor regula la
expresion de genes relacionados con reparacion de ADN y mantenimiento de la
integridad gendmica, parada de ciclo celular, apoptosis, diferenciacion y
senescencia (Vogelstein et al., 2000; Vousden y Lu, 2002).) en respuesta a diversos
tipos de estrés como dafio al ADN, activacion de oncogenes, hipoxia, acortamiento

de telomeros o deplecion de ribonucleétidos (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Estructura y principales modificaciones postraduccionales de p53.
Se indican los residuos que sufren modificaciones postraduccionales (fosforilacion (P),
acetilacion (A), ubiquitinacion (U) y sumoilacion (S)) y las proteinas responsables (Toledo
y Wahl, 20006).

De esta forma p53 evita que se acumulen dafios en el ADN y Ila
proliferacion de células con mutaciones en el genoma, deteniendo el ciclo celular
hasta que se reparen los dafios o induciendo muerte celular en el caso de que éstos

no se puedan reparar (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Activacion de p53 y respuesta celular.

VRKI1 fosforila especificamente a p53 en el residuo treonina 18
aumentando su estabilidad mediante un mecanismo postraduccional que no
depende totalmente de la inhibicidén de la interaccién de p53 con su regulador
negativo Mdm?2, aumentando también la actividad transcripcional y la acetilacion
de la enzima dependiente de p300 (Vega et al, 2004). VRK1 tiene una Km por p53
de 1uM, concentraciéon que es consistente con los niveles de proteina p53
intracelulares (Barcia et al. 2002).

Las células en las que se ha inhibido la expresion de VRK1 por ARN de

interferencia especifico tienen defectos en proliferacion, son incapaces de
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completar la division celular correctamente, provocando en ocasiones la induccion
de la muerte de la célula. Basandose en estas observaciones, en los datos de
expresion de VRK1 en tejidos altamente proliferativos y en el fenotipo de las
células deficientes en VRKI, se ha propuesto que esta quinasa podria tener un
papel en el mantenimiento de los niveles basales de p53 necesarios para que se
produzca la division celular en condiciones normales de proliferacion o para
inducir una activacion completa de p53 en caso de estrés o dafio severo (Vega et
al., 2004). Por otro lado, p53 establece un loop auto-regulatorio por el cual induce
la degradacion de su regulador positivo VRKI, a través de la via lisosomal
(Valbuena et al., 2006). Esta degradacion de VRK1 parece ser dependiente de un
gen desconocido, regulado por p53, dado que mutantes en los dominios de unién al
ADN Yy oligomerizacion de p53 son incapaces de inducir la degradacion de VRK1
(Valbuena et al., 2006). Esta hipdtesis se apoya también en la observacion de que
la degradacion de VRKI1 por p53 se evita al sobreexpresar las acetiltransferasas
p300 y pCAF, probablemente debido a que son capaces de dirigir la transcripcion

mediada por p53 hacia dianas muy especificas (Valbuena et al., 2008a).

1.2.2.1.1.2. ATF2

VRKI1 también fosforila al factor de transcripcion ATF2 (Figura 1.10), que
es un regulador de genes implicados en crecimiento celular, diferenciacion,
respuesta inmune y respuesta a estrés (Livingstone et al. 1995; van Dam et al.
1995), y que también ha sido implicado en proliferacion celular y oncogénesis (van
Dam y Castellazzi 2001). VRKI1 fosforila a ATF2 en sus residuos serina-62 y
treonina-73 y es capaz de activar la transcripcion dependiente de ATF2,
convirtiéndose asi en una quinasa que regula la transcripcion génica (Sevilla et al.

2004 b).
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Figura 1.10. Estructura del factor de transcripcion ATF2. Dominios, sitios de
fosforilacion y quinasas reguladoras de su actividad. DOCK (Sitios de anclaje), PRO
(region rica en prolinas), HAT (Region con actividad histona acetil transferasa), BD
(Dominio basico); LZ (Dominio de cremallera de leucina) y DBD (Dominio de unién al
ADN).

1.2.2.1.1.3. c-Jun

VRK1 induce la estabilizacion y acumulacion del factor de transcripcion c-
Jun (Figura 1.11), implicado en diferentes funciones celulares en respuesta a
diversos estimulos, mediante fosforilacion en sus residuos de serina-63 y treonina-
73, lo que puede estimular la transcripcion dependiente de dicho factor de
transcripcion. Ademas, VRK1 coopera con JNK en la activacion de c-Jun (Sevilla

et al. 2004 a).

“ERK1/2»
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1 30-57 DBD 334

Figura 1.11. Estructura del factor de transcripcion c-Jun. Dominios, sitios de
fosforilaciéon y quinasas reguladoras de su actividad. DOCK (Sitios de anclaje), BD
(Dominio basico); LZ (Dominio de cremallera de leucina) y DBD (Dominio de uni6n al
ADN).
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1.2.2.1.1.4. Otros sustratos

VRKI1 también fosforila al factor de transcripcion CREB (cAMP response
element binding) en la serina 133 provocando su activacion (Kang et al., 2008). A
través de la activacion de CREB y ATF2, VRKI incrementa la unién de estos
factores al promotor de la ciclina D1, induciéndose la expresion de esta ciclina que
resulta un factor clave en la transicion de fase G1 a fase S del ciclo celular.
Ademas, el factor de transcripcion Myc, promueve la expresion de VRKI1 a nivel
de su promotor, induciéndose asi la expresion de ciclina D1 (Kang et al., 2008).

Aparte de la fosforilacion de factores de transcripcion, VRK1 es capaz de
fosforilar a BAF, un factor necesario para la formacion de la envuelta nuclear
después de la mitosis, asi podria regular la asociacion de BAF con diferentes
componentes nucleares como la matriz nuclear y la cromatina. Por todo ello se ha
implicado a VRKI1 en el correcto mantenimiento de la arquitectura nuclear
(Nichols et al., 2006).

Y por ultimo, se ha demostrado que VRKI1 es capaz de fosforilar a la
histona H3, que tiene un papel en la condensacion de la cromatina (Kang et al.,
2007). Las histonas son objeto de numerosas modificaciones postraduccionales,
como la acetilacion, fosforilacion, metilacion, ubiquitinizacion y sumoilacion. La
mayoria de estas modificaciones ocurren en los extremos amino y carboxilo
terminales de las principales histonas (H2A, H2B, H3, H4) (Berger, 2007). De esta
manera se controlan multiples procesos celulares como la transcripcion o la
condensaciéon de la cromatina en cromosomas durante la mitosis para la
segregacion del material genético. VRK1 se localiza en la cromatina y fosforila a la
histona H3 en los residuos treonina 3 y serina 10. Estas fosforilaciones ocurren
tanto in vivo como in vitro, de manera que en el caso de la fosforilacion en el
residuo serina 10, VRK1 coopera con la quinasa Aurora B (Kang et al., 2007).

Ademas, la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de VRK1 es
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capaz de inducir la condensacion de la cromatina. Se cree que la fosforilacion de la
histona H3 en su regiéon amino terminal es importante para la condensacion de la
cromatina mitotica, si bien también se observa en la cromatina laxa de
determinados genes transcripcionalmente activos en interfase (Johansen vy
Johansen, 2006). Las histonas H2A, H2B y H4 son también fosforiladas por VRK1
pero muy débilmente. Probablemente, VRK1 contribuye a la condensacion de los
cromosomas en la transicion G2/M a través de la fosforilacion de histonas (Kang et

al., 2007).

1.2.2.1.2. Regulacion de VRKI

En cuanto a la regulacion de VRKI, existen hasta el momento multiples
datos acerca del papel bioldgico de la quinasa humana VRK1 y, sin embargo, son
pocos los datos referentes a su regulacion. La adicion o eliminacion de suero del
medio de cultivo celular (con los mitégenos y factores que este contiene) es capaz
de regular la expresion de VRK1. La eliminacion del suero del medio de cultivo se
traduce en una disminucion de la expresion de VRK1 mediada por mecanismos
transcripcionales, a nivel de su promotor (Valbuena et al., 2008b). Por otro lado, se
han descrito dos factores de transcripcion capaces de promover la expresion de
VRKI a nivel de su promotor: E2F1 y Myc (Kang et al., 2008; Santos et al., 2006;
Vernell et al., 2003). Ademas, la irradiacion de células con luz ultravioleta induce
un rapido incremento en los niveles de VRKI, paralelo a la induccion de p53
(Valbuena et al., 2006). En cuanto a la regulacion de los niveles de VRK1 por
mecanismos postraduccionales, tal y como se ha citado con anterioridad, el
supresor de tumores p53 es capaz de inducir la degradacion de VRKI a través de la
via lisosomal (Valbuena et al., 2006; 2008a). Finalmente, en cuanto a la regulacion

de la actividad quinasa de VRKI, a través de técnicas protedmicas se ha
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identificado a la GTPasa Ran (Ras-related nuclear) como un inhibidor de la
actividad quinasa de VRK1, VRK2A y VRK2B (Sanz-Garcia et al., 2008).

Esta quinasa se expresa mayoritariamente en células y tejidos altamente
proliferativos. Esto explica que su expresion se muestre alterada en determinados
tipos tumorales. Asi, en carcinomas de pulmén la expresion de VRK1 varia en
funcion del subtipo de carcinoma de pulmoén, existiendo en los carcinomas de
pulmén de célula escamosa una correlacion entre elevados niveles de VRKI y
estado mutacional de p53 (Valbuena et al., 2007b). VRKI1 se encuentra
sobreexpresada en sarcomas de tejidos blandos (Nishijo et al., 2009). Ademas,
bajos niveles de VRKI1, junto con bajos niveles de otros genes relacionados con
proliferacion, ciclo celular y mitosis, podria ser un marcador de buen pronostico en
tumores de mama con respecto a los que tienen VRK1 sobreexpresada (Fournier et
al., 2006). La unica enfermedad, no tumoral, descrita hasta el momento asociada a
una mutacion en el gen VRKI1 es el sindrome de atrofia muscular espinal con
hipoplasia pontocerebelosa (SMA-PCH), en el cual un codoén prematuro de parada
en la secuencia de localizacion nuclear de VRKI1 es el responsable de la
enfermedad, probablemente debido a que se expresa una proteina incapaz de
traslocarse al nucleo, o bien es inestable o es incapaz de interaccionar con

determinados sustratos (Renbaum et al., 2009).

1.2.2.2. VRK?2 (“Vaccinia-related kinase 2”).

El gen VRK2 se localiza en el cromosoma 2pl6, contiene 13 exones y
codifica una proteina de 508 aminoacidos, la cual posee un sitio serina-treonina
quinasa activo entre los residuos 162-174, sin embargo, no se ha encontrado ningiin
sitio consenso de union a ATP, sino una secuencia degenerada en los residuos 35-
61, que es activa (Nezu et al., 1997). El dominio carboxi-terminal difiere bastante

de VRKI1 y sobre todo de VRK3. Si comparamos las secuencias de VRK2 con
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VRKI, la homologia es del 44% y del 23% con VRK3, si tenemos en cuenta
solamente el dominio catalitico la identidad es del 60% con VRK1 y del 34% con
VRK3. Esto sugiere que la region C-terminal es clave para la regulacion de la
actividad y localizacion de la quinasa (Nichols y Traktman, 2004).

VRK2, consta de dos isoformas distintas, A y B, generadas por maduracion
alternativa de su ARNm (Blanco et al., 2006), localizandose VRK2A en el reticulo
endoplasmico y en la envuelta nuclear (Nichols y Traktman 2004; Blanco et al.
2006) y VRK2B en el ntcleo (Blanco et al., 2006).

La isoforma VRK2A (de 508 aminoacidos) se localiza anclada de forma
integral a membranas del reticulo endoplasmatico, mitocondrias y probablemente
envoltura nuclear, debido a la region hidrofobica presente en su extremo carboxilo
terminal. La isoforma VRK2B (de 397 aminoacidos) carece de la region
hidrofobica, encontrandose libre predominantemente en el nticleo celular (Blanco
et al., 2006; Nichols y Traktman, 2004).

Por otro lado, estudios de expresion génica indican que el gen VRK2 esta
regulado positivamente en células T de sangre periférica estimuladas con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 o con fitohematoglutinina (PHA), el ionoforo
ionomicina o forbol 12-miristato 13- acetato (PMA) (Diehn et al, 2002) y se regula
negativamente en células mononucleares de sangre periférica estimuladas por
lipopolisacarido o ionomicina y PMA (Boldrick et al, 2002).

VRK2A se expresa en todas las lineas celulares estudiadas hasta el
momento. Por el contrario, VRK2B se expresa sélo en determinados tipos celulares
(Blanco et al., 2006).

Ambas isoformas son serina/treonina quinasas con intensa capacidad de
autofosforilacion principalmente en residuos de treonina. Cuando se estudia su
capacidad de fosforilar un panel de sustratos cominmente empleados para la
caracterizacion de quinasas relacionadas con la caseina quinasa tipo I, se observa

que son capaces de fosforilar in vitro a sustratos como la caseina, la histona H2B,
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la histona H3 o la proteina basica de mielina (MBP) (Blanco et al., 2006; Nichols y
Traktman, 2004; Sanz-Garcia et al., 2008).

Con posterioridad se ha descrito como VRK?2 es capaz de fosforilar in vitro
a p53 en el residuo treonina 18 y a BAF en los residuos de serina 4 y treonina 2 y 3
(Blanco et al., 2006; Nichols et al., 2006).

Dada la absoluta similitud de VRK2A y VRK2B, en su extremo catalitico
hasta el aminoacido 394, ambas isoformas tienden a compartir sustratos de
fosforilacién in vitro entre si y con VRKI1. Sin embargo, debido a las enormes
diferencias en su region carboxilo, responsable de su localizacion subcelular y
regulacion, es probable que difieran en su capacidad para fosforilar a estos
sustratos in vivo (Blanco et al., 2006).

Asi, aunque ambas isoformas fosforilan a p53 in vitro, tan solo la isoforma
nuclear VRK2B lleva a cabo esta funcion in vivo, dado que es la tUnica capaz de
mediar la estabilizacion y acumulacion de p53 al reducir su ubiquitinacion y
promover su acetilacion por el cofactor p300 (Blanco et al., 2006).

Al igual que ocurria con VRK1, p53 es capaz de inducir la degradacion de
VRK2A y VRK2B (Valbuena et al., 2008a). Ademas, se ha propuesto que VRK2B
puede tener una funcion parcialmente redundante con VRK1, pudiendo reemplazar
funcionalmente a VRK1 en el nicleo en aquellas lineas celulares en las que VRK1
es citosodlica (Blanco et al., 2006).

La mayor parte de los datos referentes al papel biologico desempeiiado por
las quinasas VRK?2 provienen del estudio de su implicacion en respuestas a estrés
celular. La respuesta a estrés celular ante condiciones de hipoxia contribuye a
decidir la supervivencia o entrada en apoptosis de la célula hipdxica. Se sabe que
en esta respuesta a hipoxia participa, la MAPK, JNK que es estimulada induciendo
la transcripcion de genes con sitios de respuesta a AP1. Otra de las proteinas
necesarias para mediar la respuesta a hipoxia es la proteina JIP1 (JNKinteracting

protein) (Whitmarsh et al., 2001), encargada de ensamblar los complejos de
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MAPKs que incluyen a MLK, MKK7 y JNK, la cual fosforila al factor de
transcripcion c-jun. Ademads, en esta respuesta a hipoxia participa también, la
MAPKKK, TAK1 (TGF-B activated kinase) (Blanco et al., 2007). Las senales de
hipoxia activan a TAK1 y promueven el ensamblaje de un complejo oligomérico
que incluye TAK1, MKK7, JNK y JIP1. VRK2A y VRK2B interfieren con la
respuesta a hipoxia mediada por TAK1, de forma independiente de su actividad

quinasa, a través de su incorporacion a dichos complejos de sefializacion (Figura
1.12).

IL-1B IL-1B
Hipaoxia Hipoxia

No transcripcidn

Activacidn
transcripcion AP1

Figura 1.12. Esquema del mecanismo de modulacion de la respuesta a
interleuquina 1 e hipoxia por VRK2. VRK2A y VRK2B inhiben la sefializacion a través
del modulo JIP1/TAK1/MKK7/INK (Blanco et al., 2008).

Tanto VRK2A como VRK2B, interaccionan de forma estable con JIP1. Sin
embargo, solo VRK2A interacciona de forma directa con TAK1 y MKK?7, mientras

que la interaccion de VRK2B con éstas es indirecta a través de su interaccion con
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JIP1 (Blanco et al., 2007). De forma similar, VRK2A y en menor medida VRK2B
regulan negativamente la respuesta a IL-1B que se transmite via TAK1-JNK. La
modulacion, tanto de la respuesta a hipoxia como a IL-1B, ocurre de forma
independiente de la actividad quinasa de VRK2 e implica una menor incorporacion
y activacion de JNK en los complejos de sefializaciéon ensamblados por JIP1

(Figura 1.12) (Blanco et al., 2008).

1.2.2.3. VRK3 (“Vaccinia-related kinase 3”)

El gen que codifica la quinasa humana VRK3 se localiza en el cromosoma
19q.13. VRK3 es el miembro mas distante de la familia, posee el dominio catalitico
en el extremo C-terminal, el cual contiene varias sustituciones en residuos de lisina
claves y de hecho no presenta actividad quinasa (Nichols y Traktman, 2004) y es
posible que, como ocurre con otras 50 proteinas que se asemejan a quinasas por su
secuencia pero no presentan actividad enzimatica, pueda ser un sustrato para otras
quinasas o tener una funcién de proteina de anclaje para la formacion de complejos
de sefializacion (Manning et al., 2002). Ademas contiene una secuencia de
localizacion nuclear (residuos 49-64). También contiene posibles sitios de
fosforilacion por CDKS5 (Nichols y Traktman, 2004).

La expresion de esta quinasa se ha estudiado en tejidos murinos, resultando
ser ubicua con niveles elevados en testiculos, rifién e higado. A nivel subcelular,
VRK3 muestra una localizacion nuclear (Kang y Kim, 2008; Nichols y Traktman,
2004; Vega et al., 2003).

Los unicos datos existentes acerca de la funcion bioldgica de esta quinasa
hacen referencia a su capacidad para regular negativamente la ruta de sefializacion
de ERK1/2, a través de la interaccion y activacion de la fosfatasa VHR (vaccinia
HI related) (Kang y Kim, 2006). VHR/DUSP3 es una fosfatasa de expresion

ubicua. Se localiza tanto en el citosol como en el niicleo y su expresion se regula a
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lo largo del ciclo celular (Rahmouni et al., 2006). Se han descrito los siguientes
sustratos para esta fosfatasa: p38, STATS, ERK1/2 y JNK. A pesar de su capacidad
para regular la ruta de senalizacion de ERK, VRK3 no parece estar relacionada
directamente con procesos de proliferacion celular, dado que su expresion es
elevada tanto en tejidos con alta tasa de proliferacion como en otros de baja tasa

proliferativa (Kang y Kim, 2008).

1.2.3. El virus Vaccinia y la quinasa B1 del virus Vaccinia

El virus Vaccinia tiene un gran genoma de 200 kb que se replica en el
citoplasma y es miembro del género Orthopoxvirus de la familia Poxviridae (Moss
y Shisler, 2001). Esta familia también incluye Variola virus (VAR), Cowpox virus
(CPV), Monkeypox virus (MPV), Ectromelia virus (ECT)...

En los ultimos 30 afios el uso del virus Vaccinia se extendié mas alla de su
papel en la vacunacion de la viruela, convirtiéndose en una util herramienta de
investigacién como vector para expresion de genes exogenos en células diana y un
medio de estudio de la respuesta inmune de los mamiferos a la infeccion viral.
También se estd explorando su potencial en la terapia contra el cancer,
principalmente de tres formas: como vector para la expresion de genes terapéuticos
de forma especifica en los tumores; como vector de expresion de antigenos
tumorales y/o moléculas estimuladoras del sistema inmune con el fin de desarrollar
vacunas contra el cancer; y, finalmente, como virus oncolitico, especifico para
células altamente replicativas.

Hay tres formas de particulas infecciosas de Vaccinia: las IMV
(intracellular mature virus), las CEV (cell-associated enveloped virus) y las EEV
(extracellular enveloped virus). Las IMV son particulas de aproximadamente
300x240x120 nm de tamafio, con una proteccion de lipoproteinas que rodean una

estructura central compleja. En esta estructura central se encuentran el genoma y
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enzimas de “capping”, metilacion y poliadenilacion de ARN y un factor de
transcripcion. Estas proteinas son empaquetadas en el virus para permitir la sintesis
de proteinas virales tempranas tras la entrada en las células (Moss y Shisler, 2001).
Las CEV y las EEV son IMV con un capa lipidica (principalmente fosfolipidos y
colesterol) y una menor densidad que las IMV (Smith et al., 2002). Los principales
componentes del virus son proteinas (90% del peso seco), lipidos (5%) y ADN
(3.2%). En la figura 1.13 se puede observar una representacion esquematica del

mismo.

A B

Fibras
Tubulos nucleares Capa lipidica
superficiales externa

Capa lipidica
nuclear

Cuerpos
laterales

Nucleo

Bicamada lipica

Figura 1.13. Estructura del virus Vaccinia. (A) Imagen de microscopia
electronica de una seccion fina de Vaccinia, en la cual se puede observar el nticleo (C), los
cuerpos laterales (L) y la capa lipidica externa (E). (B) Representacion esquematica del
virus Vaccinia. (Moss, 1996)

El hecho de que se produzcan distintos tipos de particulas virales en el
ciclo de replicacion de Vaccinia representa una ventaja evolutiva, puesto que es
una estrategia que le permite al virus aprovecharse de la biologia de la célula y
evadir la respuesta inmune del hospedador y la apoptosis. Por todo esto, la
interaccion de una proteina temprana con sefiales hospedadoras puede ser un
importante componente de las estrategias para conseguir la supervivencia viral.

Entre las proteinas virales tempranas se encuentra BIR, una serin-treonin

quinasa de aproximadamente 300 aminoacidos y 34 kDa, que usa ATP como dador
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de grupos fosfato y necesita cationes divalentes (Mg”" o Mn®") para su actividad

(Figura 1.14).

300

Sitio de union ATP 5 Sitio activo

L]

Dominio quinasa . Sitio de reconocimiento de sustrato

Figura 1.14. Representacion de la estructura de BIR. B1R posee un dominio de
union al ADN en su terminal amino, mientras que el dominio quinasa corresponde casi a la
totalidad de la proteina. En este se puede sefialar el sitio activo y el sitio de reconocimiento
de sustrato.

Esta quinasa estd presente en viriones y es requerida para la sintesis de
DNA viral, como se demuestra con los dos fenotipos de dos mutantes sensibles a la
temperatura que expresan una proteina BI1R sin actividad quinasa (Banham et al.,
1993; Lin et al., 1992). De todos modos, BI1R debe de estar involucrada en otros
procesos virales ya que, en condiciones permisivas (ciclo de vida normal a una
temperaatura permisiva de 32°C), mutantes de BIR muestran un 60% de la
replicacion de DNA viral pero solo un 15 % de produccion viral (Banham y Smith,
1992). También, es imposible generar un virus deficiente en ORF (“open reading
frame”) de Vaccinia, lo que demuestra que es un gen esencial incluso sin actividad
quinasa (Banham y Smith, 1992), probablemente por su capacidad para modular
otras proteinas mediante una interaccion directa.

Hasta el momento, la identificacion de sustratos de BI1R, tanto virales
como celulares, es muy limitada; entre sus proteinas virales sustrato se encuentra
H5R (Beaud et al.,, 1995), y entre los sustratos celulares estan proteinas
ribosomales (Banham et al., 1993; Beaud et al., 1994), BAF (Nichols et al, 2006), y

p53, que es hiperfosforilado, provocando una downregulation de las sefales
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apoptdticas (Santos et al., 2004), que podria contribuir a la supervivencia de células
infectadas, por una interferencia transitoria con la respuesta celular al estrés y
permitiendo de esta manera seguir el curso de la progresion de la infeccion.

El posible papel de BIR en la prevencion temprana de la apoptosis
depende de 2 mecanismos diferentes: la fosforilacion de factores de transcripcion
como p53 y c-Jun y la activacion de la ruta de sefializacion JNK por interaccion
con JIP1 (Santos et al., 2004). La prevencion podria explicarse porque un mutante
del virus Vaccinia sin actividad quinasa B1R tiene una reduccion significativa en la
produccion viral y porque no es posible aislar un virus deficiente en BIR (Banham
y Smith, 1992) ya que estos virus probablemente inducen la apoptosis de células
infectadas antes de que ocurra la produccion viral (Santos et al., 2006).

En resumen, la quinasa B1R del virus vaccinia, presente durante la
infeccion temprana, es capaz de modular la respuesta celular a c-Jun por dos
mecanismos diferentes, fosforilacion directa en residuos nuevos y modulacion de
complejos JIP1-MAPK. Por lo tanto, la activacion de la transcripcion de c-Jun se
consigue por dos rutas de sefalizacion cooperantes. Se sabe que la activacion de
JNK evita la apoptosis (Shaulian y Karin, 2001). BIR es capaz de activar INK y
estabilizar la transcripcion activada por p53 (Huang et al., 2003), contribuyendo asi
a la supervivencia de la célula infectada el tiempo suficiente para permitir la

terminacion de su ciclo litico (Santos et al., 2006).

1.3. Cancer y metales

El cancer es una de las principales causas de defuncion en el mundo. La
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) en 2008 estim6 que se
registraron 12,7 millones de casos nuevos y 7,6 millones de muertes por su causa.

Globalmente, el cancer de pulmoén fue el mas comun. Los canceres ocupacionales y
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medioambientales son aproximadamente el 10% de todos los canceres. La
contaminacién ambiental supone entre el 1 y el 4% de todos los canceres a causa
del agua de bebida, aire interior o ambiental, o alimentos. ElI 63% de las muertes
por cancer suceden en los paises en vias de desarrollo (Boyle y Bernard, 2008;
Eckhouse et al., 2008; IARC, 2010; Jemal et al., 2011; Ferlay et al., 2010) (Figura
1.15).

Los canceres ocupacionales se concentran en grupos especificos de
poblacion de trabajadores en quienes el riesgo de desarrollar una particular forma
de cancer puede ser mucho mayor que en la poblacion general (IARC/WHO,
2008). Ademas, los canceres medioambientales estan también fuertemente
relacionados a la alta y frecuente exposicion a carcinogenos especificos, los cuales
estan concentrados en regiones geograficas especificas, como canceres
relacionados con el arsénico en Bangladesh (Smith et al., 2000).

Las principales amenazas para la salud humana causadas por metales
pesados estan asociadas con la exposicion al plomo, cadmio y mercurio. Las
emisiones de los metales pesados al medioambiente se producen via un amplio
rango de procesos y rutas, incluyendo el aire (por ejemplo, durante la combustion,
extraccion y procesamiento), la superficie acuosa (via residuos liquidos y
emisiones de almacenamiento y transporte) y el suelo (cultivos y aguas
subterraneas). Las emisiones atmosféricas tienden a ser la mas importante
preocupacién en términos de salud humana, debido a las cantidades generadas y a
su dispersion generalizada (Jarup, 2003).

Las personas se exponen a agentes quimicos, fisicos y bioldgicos
potencialmente perjudiciales a través del aire, alimentos, agua y suelo. Sin
embargo, la clave de la exposicion es el contacto entre el agente y el limite externo
del cuerpo humano, como son las vias aéreas, la piel y la boca. La exposicion se
puede definir como una funciéon de concentracion y tiempo, un evento que ocurre

cuando hay contacto entre el cuerpo humano, el ambiente y un contaminante con
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una concentracion especifica durante un intervalo de tiempo (Berglund et al., 2001;
NRC, 1991).
Los metales empleados en el presente trabajo son: cadmio, cobalto, cobre,

mercurio, plomo, litio y zinc.
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Expresion génica Tumoral
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Figura 1.15. Mecanismo general de carcinogénesis por metales (Beyersmann y

Hartwig, 2008).

1.3.1. Cadmio

El cadmio, un metal de transicion toxico perteneciente al grupo IIB de la
tabla periddica se encuentra a concentraciones entre 0,1 y 1 ppm en la corteza
terrestre (IARC, 1993). Cantidades significativas de cadmio son introducidas en el
medioambiente por actividades naturales (actividad volcénica) o antropogénicas

(combustion de combustibles fosiles, incendios forestales, usos en la agricultura y
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usos industriales), siendo la contribucion de estas ultimas de 3 a 10 veces mayores
que las actividades naturales. Trabajadores de ciertos sectores (galvanizados,
pigmentos, estabilizantes de pinturas, soldaduras, baterias de cadmio-niquel...)
estan expuestos a niveles mucho mayores que la poblacidon general, principalmente
por via inhalatoria, pero también la poblacion general se expone a dicho metal
predominantemente via alimentaria, humo de tabaco y aire ambiental (Schwartz y
Reis, 2000).

La cantidad de cadmio absorbido en el cuerpo tras varias exposiciones
depende de la via de entrada. Aproximadamente el 3% del cadmio ingerido se
absorbe en el sistema gastrointestial, mientras que 50% se absorbe por inhalacion
(Sahmoun et al., 2005). Tras la absorcion, el cadmio es rapidamente transportado
por la sangre a diferentes 6rganos donde se estima que su vida media en humanos
es de 15-20 afos (Jin et al., 1998). La cantidad de cadmio almacenada en los
organos varia ampliamente debido a una pequefia proteina, metalotioneina (MT),
que tiene una gran afinidad de union por el cadmio. Los 6rganos donde se acumula
el cadmio son el higado, rifidn, testiculos, bazo, corazon, pulmones, timo, glandulas
salivares y prostata. Sin embargo, aproximadamente el 50% del cadmio que se
encuentra en el cuerpo se almacena en higado y rifiones debido a su alta
concentracion de MT (Waalkes y Klaassen, 1985).

El potencial del cadmio para causar toxicidad se ha demostrado en
numerosos estudios experimentales y epidemioldgicos. En general, la exposicion
de las células a concentraciones micromolares de cadmio causa una toxicidad
significativa (Othumpangat et al., 2005; Badisa et al., 2008). Del mismo modo ha
sido establecido el potencial del cadmio para causar toxicidad en experimentos con
animales (Klaassen y Liu, 1998) y en humanos (ATSDR, 1999). Los 6rganos diana
para la toxicidad de cadmio en animales incluyen el higado (Koyuturk et al., 2007),
rifidon (Jamall et al., 1989), pulmones (Bondreau et al., 1988), testiculos (Bonda et

al., 2004), prostata (Alvarez et al., 2004), corazon (Jamall et al., 1989), sistema
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esquelético (Blumenthal et al., 1995), sistema nervioso (Minami et al., 2001) y
sistema inmunitario (Shippee et al., 1983).

La exposiciéon humana al cadmio se ha asociado con el incremento de la
incidencia de tumores pulmonares (IARC, 1993; 1997) y también con tumores en
el higado (DFG, 2006). Un reciente estudio de sustancias clasificadas como
carcindgenos humanos por la IARC confirmé suficientes evidencias de los tumores
pulmonares inducidos por el cadmio y evidencias limitadas de tumores en rifion
(Pesch et al., 2000), prostata (Straif et al., 2009) y pancreas (Schwartz y Reis,
2000; Amaral et al., 2011). Ademas, nuevos datos indican que la exposicion
humana al cadmio puede también asociarse con cancer de pecho y endometrio en
mujeres, aunque las causas no estan definitivamente establecidas (McElroy et al.,
2006; Akesson et al., 2008). En animales, el cadmio induce carcinomas de pulmén
tras inhalacion y de prostata y testiculos tras ingestion o inyeccion (Waalkes, 2003;
Goyer y Waalkes, 2004).

Actualmente se cree que no hay una genotoxicidad directa, mas bien
multiples mecanismos indirectos, incluyendo incremento del estrés oxidativo,
interacciones con los sistemas que provocan dafios en el ADN celular, incluyendo
procesos de reparacion del ADN e inhibicion de la apoptosis, control del ciclo
celular y apoptosis, ademas de alteraciones en el patron de la expresion génica

(Beyersmann y Hartwig, 2008; Joseph, 2009) (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Mecanismos implicados en la carcinogenicidad inducida por Cd (Hartwig,
2010)

El cadmio puede penetrar la barrera hematoencefélica y acumularse en el
cerebro (Manca et al, 1991; Gutierrez-Reyes et al., 1998). En cuanto a la
neurotoxicidad del cadmio, se ha demostrado que el cadmio induce lesiones en
varias regiones del cerebro y modifica la actividad espontdnea después de la
administracion de una dosis subletal a ratas jovenes (Wong y Klaassen, 1982). El
cerebro es muy vulnerable a la peroxidacion lipidica (LPO) debido a su alta tasa de
utilizacion de oxigeno, una abundante demanda de acidos grasos poliinsaturados,
una deficiente defensa antioxidante y un elevado contenido en metales de
transicion como cobre y hierro en varias regiones (Calabrese et al., 2000).

Numerosos estudios mostraron que la actividad de sistemas de defensa
antioxidante es inhibida o reducida en ratas expuestas a Cd (Gupta et al., 1995; El-
Misiry y Shalaby, 2000).

La exposicion a cadmio afecta las actividades de las enzimas ATP-asas

(Na™-, K'- y Mg*-ATPasas) provocando alteraciones en las membranas y

41



INTRODUCCION

funciones de los neurotransmisores (Rajanna et al., 1990; Carfagna et al., 1996; El-

Missiry y Shalaby, 2000; Antonio et al., 2003)

1.3.2. Cobalto

El cobalto es un elemento esencial para los humanos ya que es un
constituyente necesario para la formacion de vitamina B12 (hidroxicobalamina). El
cuerpo humano contiene sobre 1-2 mg de cobalto. La mayoria se encuentra en el
higado, rifién, corazén y bazo, y bajas concentraciones se detectan en el suero,
cerebro y pancreas (Elinder y Friberg, 1986).

La deficiencia en la dieta de vitamina B12 es causa de anemia e incrementa
el riesgo de desarrollo de anomalias y crecimiento deficiente en nifios (Stabler y
Allen, 2004). Sin embargo, niveles excesivos de cobalto pueden ser perjudiciales
para el organismo. Las rutas de exposicion mas frecuentes son via inhalacion o
epidérmica (Jensen y Tuchsen, 1990) y se produce mayoritariamente en
refinamiento industrial, en la produccion de aleaciones y en la industria
metalurgica del carburo de tungsteno.

El cobalto ha recibido poca atencioén, probablemente debido a que sus
aplicaciones industriales y comerciales son mas limitadas. De hecho, el
conocimiento sobre sus propiedades genotoxicas y sus potenciales mecanismos de
accion han sido investigadas en los ultimos afios. La toxicidad del cobalto incluye
cardiomiopatias (Alexander, 1969; Kesteloot et al., 1968; Klastky, 2002; Morin y
Daniel, 1967), efectos pulmonares adversos (Wehner et al., 1977) vy
carcinogenicidad (Heath, 1956). Este metal pesado también es sospechoso de
causar efectos neurotoxicos, como se muestra en un estudio de déficit de memoria
entre los trabajadores expuestos al metal (Jordan et al., 1997).

El potencial carcinogénico del cobalto y sus compuestos fue evaluado en

1991 por la IARC, que concluyé que no habia suficientes evidencias sobre la
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carcinogenicidad en humanos (cancer de pulmdn) pero si en estudios con animales
de experimentacion. En la mayoria de los estudios considerados, las rutas de
exposicion fueron, sin embargo, de relevancia cuestionable para la valoracion de
riesgo de cancer en humanos, por ejemplo sarcomas locales tras inyeccion
intramuscular. A pesar de la controversia, la conclusion fue que el cobalto y sus
compuestos son “posibles carcindgenos” en humanos (grupo 2B) (IARC, 1991).

Los datos disponibles en la bibliografia indican que el cobalto es citotoxico
para muchos tipos celulares, incluyendo células neuronales (Wang et al., 2000;
Olivieri et al., 2001; Yang et al., 2004), y puede inducir muerte celular mediante
apoptosis y necrosis (Huk et al., 2004). El cobalto puede causar fragmentacion del
ADN (Zou et al., 2001; Araya et al., 2002; Graham et al., 2004), activacion de
caspasas (Zou et al., 2002), incremento en la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Olivieri et al.,, 2001; Zou et al., 2001;Chandel et al., 2000),
aumento de la fosforilacion de las proteinas quinasas activadas por mitdégenos
(MAPK) (Yang et al., 2004; Zou et al., 2002) y eleva los niveles de p53 (Chandel
et al., 2000) (Figura 1.17).

COCE\ACJ ‘/\NC-CO
Co2* + ROS

Dafio al ADN
Inhibicién Reparacién ADN

GENOTOXICIDAD APOPTOSIS

N

MUTACIONES

a

CARCINOGENICIDAD

Figura 1.17. Posibles mecanismos involucrados en la carcinogenicidad
inducida por compuestos del cobalto. (ROS: reactive oxygen species; WC-Co: tungsteno

carbide-cobalt particle mixture) (De Boeck, M. et al., 2003).
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La producciéon de especies reactivas del oxigeno (ROS) por parte de los
iones de cobalto (II) y cobalto metal y la inhibicion de la reparacion del ADN por
parte de los iones de cobalto (II) se presentan como lo modelos predominantes de
accion en la actividad genotoxica del cobalto (Lison et al., 2001). Se sabe que el
cobalto (II) provoca un estado de hipoxia in vivo € in vitro incluso en presencia de
presion normal de oxigeno molecular. El mecanismo subyacente consiste en la
estabilizacion del factor inducible por hipoxia (HIF-la), que normalmente se
degrada cuando hay suficiente oxigeno. En estado de hipoxia, HIF-1a actua como
una subunidad de un factor de transcripcion induciendo a la expresion de genes que
controlan la sintesis de eritropoyetina, absorcion de glucosa, actividades
enzimaticas glucoliticas, formacion de vasos sanguineos (angiogénesis) y otros
procesos que permiten la supervivencia celular a bajas presiones de oxigeno. La
hipoxia es un rasgo comin de los tejidos tumorales, y el crecimiento de los
tumores beneficia la activacion de HIF-1a, que permite el aumento de actividades

glucoliticas y angiogénicas (Maxwell y Salnikow, 2004).

1.3.3. Cobre

El cobre, un metal de transicion omnipresente en el medioambiente, es
esencial para la vida ya que juega importantes papeles cataliticos como cofactor en
muchas enzimas involucradas en respiracion, transporte de hierro y procesos de
proteccion del estrés oxidativo (Camakaris et al., 1999; Linder y Hazegh-Azam,
1996).

Sin embargo, un exceso de cobre es toxico para la vida. Se ha demostrado
en experimentacion animal que varias formas de cobre son carcinogénicas,
mutagénicas y/o teratogénicas. Otros estudios han demostrado que varios tipos de

compuestos de cobre pueden causar toxicidad reproductiva, del desarrollo y
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neurologica (Bondesteiner et al., 2004; Gerber et al., 2002; Holmes et al., 2001;
Klinefelter et al., 2004; Moser et al., 2004).

Una de las importantes funciones fisioldgicas del cobre es servir como
cofactor en un proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos, denominado
angiogénesis (Fox et al., 2001; Gourley y Williamson, 2000). Altos niveles de
cobre en los tejidos se han encontrado en muchos tipos de canceres humanos,
incluyendo el de mama, prostata, colon, pulmoén y cerebro (Ryan y Wilding, 2000;
Huang et al., 1999; Nayak et al., 2003; Rizk y Sky-Peck, 1984; Turecky et al.,
1984).

Los efectos toxicos del cobre se han asociado con la formacion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) que dafian el ADN y otras biomoléculas (Gutteridge,
1985; Walling, 1975).

La apoptosis inducida por cobre se ha encontrado tanto in vitro como in
vivo, pero las rutas de sefalizacion subyacentes no han sido bien caracterizadas
(Lundebye et al., 1999; Pang y Chau, 1999). Se ha demostrado que, la proteina
supresora de tumores p53 es requerida en la apoptosis inducida por cobre
(Tassabehji et al., 2005). En células epiteliales MCF-7 de cancer de mama, la
exposicion al cobre facilitdé la fosforilacion de p53 e indujo la apoptosis
dependiente de p53. Ademas, la expresion del tipo salvaje de p53 inducida por
cobre redujo significativamente la fosforilacién de ERK, la quinasa reguladora de
sefales extracelulares, en células MCF-7 (Ostrakhovitch y Cherian, 2005).

También se ha demostrado que la activaciéon de cascadas de sefalizacion
de las MAPK (proteinas quinasa activadas por mitdégenos) juega un importante
papel en la exposicion al cobre. En células COS-7 y hepatocitos de trucha, se
encontrd que los niveles de fosforilacion y activacion de las rutas de JNK (quinasa
N-terminal c-Jun) y p38 MAPK aumentaron tras la exposicion a cobre (Mattie et
al., 2008; Nawaz, 2006). La exposicion de hepatocitos de la trucha arcoiris

(Oncorhynchus mikiss) a la estimulacion por cobre de una manera tiempo y dosis
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dependiente provoca un incremento de la quinasa reguladora de senales
extracelulares fosforilada (pERK) y por consiguiente la apoptosis (Ebner et al.,
2007).

El cobre también puede aumentar el potencial carcinogénico de otros
agentes (metales o no) cuando se presenta en concentraciones elevadas; esto sucede
en parte, porque el cobre actiia como un catalizador a través del cual se producen
reacciones redox (produciéndose especies reactivas del oxigeno que dafian el DNA
como peroxido de hidrogeno y el anion superoxido) (Theophanides y

Anastassopoulou, 2002) (Figura 1.18).

Radicales Expresion
libres =

Figura 1.18. Altas concentraciones de cobre pueden producir proliferacién
celular y cancer (Theophanides y Anastassopoulou, 2002).

1.3.4. Mercurio

El mercurio (Hg) es un importante toxico medioambiental que causa
trastornos neurologicos y del desarrollo en humanos y animales. En el
medioambiente, el mercurio existe en 3 formas quimicas diferentes (vapor de
mercurio elemental, sales inorganicas de mercurio y mercurio organico) que son
todos importantes en la exposicion humana (Clarkson, 1997).

La distribucion, metabolismo, y toxicidad del mercurio depende en gran
parte de su forma quimica. En este aspecto, es digno de mencion que los
organomercurios se han sefialado como las especies mas perjudiciales cuando son

comparadas con compuestos de mercurio elemental o inorganico (Sanfeliu et al,
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2003). Este fenomeno parece estar relacionado, al menos en parte, con la capacidad
de los organomercuriales de alcanzar altos niveles en el sistema nervioso central
(Aschner y Clarkson, 1988; Clarkson et al., 2003).

El mercurio inorganico es toxico para el sistema renal, reproductivo y
nervioso (Frumkin et al., 2001), y la exposiciéon humana a mercurio inorganico
frecuentemente se relaciona con condiciones especificas de trabajo (Berlin, 1986;
Bluhm et al., 1992; Wide, 1986) y acontecimientos accidentales (Moromisato et al.,
1994; Shamley y Sack, 1989) e intencionados (Winship, 1985).

A pesar de que la neurotoxicidad del mercurio no es bien conocida, se ha
demostrado que alteraciones en la homeostasis del calcio y glutamato (Aschner,
1994; Sirois y Atchison, 2000; Aschner, 2000; Farina et al., 2003), estrés oxidativo
(Ou et al., 1999; Franco et al., 2006), y oxidacion de grupos tioles proteicos
(Hansen et al., 2006) representan importantes mecanismos moleculares mediante
los cuales tanto el mercurio organico como inorganico pueden causar
neurotoxicidad.

Existen evidencias de que la exposicion cronica a concentraciones bajas de
metales pesados, como mercurio, puede ocasionar disfuncion del sistema
inmunitario (Clarkson, 1997; Pollard y Hultman, 1997; Zelikoff y Gardner, 1996)
originando enfermedades inmunologicas (autoinmunidad) o promoviendo infeccion
cronica (Silbergeld er al., 1998). Ademas, esta disfuncion puede influir en el
desarrollo y la progresion del cancer. Un ejemplo de esto seria el resultado de la
reduccion de linfocitos inducida por la toxicidad del mercurio y la exhibicion de
signos (funcionales y morfolégicos) de muerte celular, tales como cambios en el
nucleo y en las membranas, que conducen a la apoptosis de los linfocitos (Guo et

al., 1998; Shenker et al., 1997) (Figura 1.19).
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Figura 1.19. Apoptosis inducida por mercurio en linfocitos humanos. HgCl,
induce la disfunciéon de la mitocondria permitiendo una disminuciéon del A¥Ym, pH, y
niveles intracelulares de GSH. Pero, el citocromo C no es liberado desde la mitocondria,
probablemente como resultado de los altos niveles de la proteina anti-apoptotica Bcel-2. Sin
embargo, la cascada de caspasas es desencadenada por una ruta independiente del
citocromo C que probablemente implica la activacion de la cascada efectora y los hechos
morfologicos y degradativos que constituyen la apoptosis (Shenker et al., 2000).

1.3.5. Plomo

La toxicidad del plomo y de sus compuestos es conocida desde hace siglos,
con efectos adversos en sistema hematopoyético, gastrointestinal, urinario,
cardiovascular, y nervioso (ATSDR, 1999). Durante los ultimos afios la

investigacion se focalizo en sus potenciales efectos carcinogénicos, destacando la
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clasificacion del plomo inorganico como “probable carcindgeno para humanos”
(Grupo 2A) (IARC, 2004). Estas clasificaciones estdn basadas principalmente en
experimentos con animales, donde se observo el aumento de incidencia de tumor
en multiples 6rganos, incluyendo higado y cerebro. No obstante, los mecanismos
exactos todavia se desconocen, pero como con la mayoria de los metales y sus
compuestos, su efecto parece ser causado por mecanismos indirectos como la
induccion de estrés oxidativo y la interaccion con procesos de reparacion del ADN
(Beyersmann y Hartwig, 2008).

Los efectos del plomo en cada sistema organico han sido bien
caracterizados, incluyendo el sistema cardiovascular (Vaziri, 2002), renal (Gonick,
2002), inmune (Dietert y Piepenbrink, 2006), y reproductivo (Bellinger, 2005),
ademas de en huesos y dientes (Hu et al., 1998). Pero el sistema nervioso es
especialmente sensible a los efectos del plomo. Durante mas de 200 afios, han sido
reconocidos sus efectos sobre la funcion cognitiva y del comportamiento.
Recientemente se presentd una vision general de la neurotoxicidad del plomo desde
el principio hasta el fin del siglo XX describiendo que niveles sanguineos bajos de
plomo fueron reconocidos como los causantes de efectos perjudiciales en el
sistema nervioso, incluyendo disminucion en el coeficiente intelectual, en el oido y
vision, y dafio en la funcion nerviosa periférica (Bellinger y Bellinger, 2006).

El tema de la carcinogenicidad del plomo es de gran interés actual en la
ciencia y en la politica de salud publica. Las exposiciones al plomo contintian
siendo importantes en muchas poblaciones en todo el mundo, a pesar de las serias
restricciones en ciertos usos del plomo, como aditivos en gasolina. Estas
intervenciones se basaron en las importantes evidencias epidemiologicas, y en
investigacion, sobre los efectos toxicos no cancerigenos del plomo, especialmente
su neurotoxicidad en el desarrollo (Rice y Silbergeld, 1996). Ademas, datos
epidemiologicos recientes proporcionan crecientes evidencias de que exposiciones

al plomo medioambientales asi como ocupacionales se pueden asociar con mayor
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riesgo de cancer (Fu y Boffetta, 1995; Silbergeld et al., 2000). El plomo puede
actuar en los procesos de carcinogénesis por inhibicion de la reparacion del ADN
(Hartwig y Schwerdtle, 2002) o por desplazamiento del zinc en proteinas de union
al ADN (Silbergeld et al., 2000) incrementando asi la posibilidad de dafios en el
ADN. Estos dos acontecimientos son importantes en la protecciéon del ADN de la
mutagénesis. Estas hipdtesis sefialarian al plomo como un “facilitador”
carcinégeno, permitiendo o aumentando los efectos genotoxicos de otras
exposiciones (Silbergeld, 2003). Los tipos de cancer en poblaciones expuestas al
plomo pueden variar, dependiendo de sus interacciones con dianas directas, de co-
exposiciones quimicas genotoxicas y/o de los organos en los que el plomo se
acumula como son hueso, higado y prostata (preferentemente por los mismos
mecanismos que determinan el metabolismo del calcio o zinc) (Silbergeld, 1991;

Platz y Helzlsouer, 2001).

1.3.6. Litio

El litio es un metal que se emplea en la industria (especialmente en
aleaciones conductoras del calor y en baterias eléctricas) y también tiene
aplicaciones clinicas farmacoldgicas, siendo comunmente utilizado en el
tratamiento de enfermedades maniaco depresivas, por sus bien documentados
efectos estabilizantes del humor (Rowe y Chuang, 2004). Sin embargo, recientes
datos experimentales sugieren que el litio también muestra efectos
neuroprotectores en la prevencion de la muerte celular programada de las neuronas
en diferentes paradigmas (Zhong y Lee, 2007; Feng et al., 2008; Aghdam y Barger,
2007; Dunn et al., 2005; Fornai et al., 2008). La inmensa mayoria de estos estudios
sugieren que los efectos neuroprotectores del litio son facilitados a través de la
modulaciéon de multiples mecanismos; no obstante, parece que la quinasa de la

glucogeno sintasa (GSK-3) es probablemente la principal diana involucrada en los
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efectos neuroprotectores del litio (Aghdam y Barger, 2007; Dunn et al., 2005;
Fornai et al., 2008; Engel et al., 2006). De esta manera, la inhibiciéon de GSK-3
por este i16n podria considerarse para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas cronicas como la enfermedad del Alzheimer (AD), enfermedad
de Parkinson (PD), enfermedad de Huntington (HD), y esclerosis lateral
amiotrofica (ALS) (Rowe y Chuang, 2004; Aghdam y Barger, 2007; Engel et al.,
2006).

Los mecanismos neuroprotectores son complejos, probablemente
involucrando multiples factores como la inactivacion de los receptores NMDA (N-
metil D-aspartato), cambios en la expresion de genes pro-apoptoéticos y anti-
apoptoticos ademas de la activacion de factores de supervivencia celular (Chuang,

2004; Chuang y Priller, 2006; Rowe y Chuang, 2004) (Figura 1.20).

Factores de
crecimiento

PI3K

Qciclo celular

Sefiales de supervivencia
Figura 1.20. Efectos neuroprotectores del litio en neuronas (Camins et al.,

2009).
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Se ha demostrado que el litio reduce los niveles de la proteina
proapoptética p53 en células granulares del cerebelo y células SH-SYSY (Yeste-
Velasco et al., 2008; Manji y Lenox, 2000; Manji et al., 2000). El papel del litio
sobre p53 es importante porque hay evidencias para una funcién fundamental de
p53 en muerte neuronal en muchas enfermedades neurodegenerativas. Resultados
en modelos in vitro e in vivo documentan niveles mayores de p53 en neuronas
apoptdticas. Ademas, resultados obtenidos en ratones o neuronas deficientes en p53
y estudios que emplean oligonucleodtidos antisentido p53 o inhibidores de p53,
demostraron un papel de p53 como mediador en la apoptosis neuronal en modelos
neuronales que producen enfermedades neurodegenerativas (Chen y Chuang,
1999). Varios estudios han implicado a p53 en muerte celular que produce

apoplejia, lesiones cerebrales traumaticas, AD, PD, y ALS (Duan et al., 2002).

1.3.7. Zinc

El zinc, un elemento traza esencial para animales y humanos, tiene 3
funciones en las metaloproteinas de zinc: catalitica, co-catalitica y estructural
(Vallee y Falchuk, 1993). El zinc es necesario para la replicacion y transcripcion
del ADN, vy la sintesis de proteinas. Numerosas proteinas y enzimas de zinc estan
asociadas con el metabolismo de proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y
lipidos (Beyersmann y Haase, 2001). Este metal tiene papeles cruciales en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular. La falta de zinc en la dieta
retarda fuertemente el crecimiento de humanos y animales (MacDonald, 2000;
Brown et al., 2001). También suprime eficazmente la proliferacion de tumores
transplantados en animales portadores de tumores (Minkel et al., 1979; Saryan et
al., 1979; Takeda et al., 1997). La respuesta de tumores neoplasicos a la deficiencia

de zinc podria ser de utilidad terapéutica.
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Por otro lado, el metabolismo del zinc en células tumorales puede asociarse
con su potencial maligno. Las células normales y las células malignas secretan
metaloproteasas de matriz, que son importantes para la invasion y metastasis. Se
sabe que la cantidad de enzimas secretadas por las células malignas supera a la de
células normales (Liotta et al., 1991; Vihinen y Kéihéri, 2002). En células
tumorales, las funciones del zinc estan estrechamente relacionadas con la
metastasis y la proliferacion. El zinc puede también estar involucrado en la
regulacion de la muerte celular programada, apoptosis, que se observé en células
tumorales tratadas con irradiacion y y farmacos antitumorales (Truong-Tran et al.,
2001). De este modo, es importante evaluar la relacion entre la viabilidad celular y
la absorcion de zinc, ya que hay la posibilidad de que la absorcion de zinc sea un
indice de viabilidad tumoral (Ando y Ando, 1994).

Wt-p53 es uno de los factores de transcripcion, tipo “dedos de zinc” mejor
conocidos y se une a ADN a través de una secuencia especifica (pS3DBD) que
comprende los residuos aminoacidicos del 96-308 (Bargonetti et al., 1993). Se ha
demostrado que la coordinacion de zinc es necesaria para el correcto plegado del
dominio centro de p53 in vitro y la interrupcion de esta interaccion reduce
enormemente o deroga la union de p53 al ADN vy la transactivacion de genes diana

(Meplan et al., 2000) (Figura 1.21).
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TPEM o guelantes
Unen o extraen Zn

Figura 1.21. El zinc juega un papel crucial en la biologia de p53. (A) MDM?2 se
une a p53 y lo capta para su exportacion del niicleo y su degradacion proteosomal. (B) La
capacidad de MI-219 para bloquear esta interaccion aumenta con la presencia de zinc,
liberandose p53 para unirse al ADN. Ademas, la secuencia especifica del sitio de union al
ADN de p53 requiere atomos de zinc. Si hay zinc presente, la transcripcion iniciada por p53
se bloquea mediante el loop de retroalimentacion de p53-MDM2 y se promueve la
autoubiquitinizacion de MDM2. El TPEN, un quelante de metales permeable a membranas,
anula los efectos mediados por zinc ya que lo extrae de p53 y causa un cambio
conformacional que impide la uniéon al ADN. Cambios en la afinidad de unién inducidos
por zinc (o su eliminacién) pueden también frenar la interaccion MI-219-MDM2 y MDM2-
p53. (D) TPEN también bloquea la autoubiquitinizacion de MDM2 mediada por zinc
(Azmi et al, 2011).

Una deficiencia de zinc suave es un acontecimiento comun en la tercera
edad, una poblacion mas propensa a canceres (Prasad et al., 1993; Prasad, 2001;
2004). La deficiencia observada de zinc en la tercera edad se ha atribuido a la
combinacion de factores que incluyen una pobre absorcion de zinc ademas del
consumo de dietas pobres en zinc (Hambidge et al., 1998). Se ha encontrado zinc

intracelular bajo en diferentes tumores y se ha correlacionado con la induccion de
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un dafio oxidativo en el ADN, disrupcion de p53, unidon de AP-1 al ADN y afecta a
la reparacion de ADN (Ho y Ames, 2002; Ho, 2004; Ho y Song, 2009).

La exposicion a elevadas concentraciones de zinc induce la apoptosis en
distintos tipos celulares, incluyendo células epiteliales de la retina ARP-19
(Rodriguez et al., 2004), lineas celulares tumorales de préostata humana (Feng et al.,
2000), neuronas corticales (Lobner et al., 2000), células HL-60 de leucemia
humana (Kondohm et al., 2002) y células PC12 (Seo et al., 2001).

Sus efectos degenerativos han sido estudiados mas intensamente en
cerebro, donde el zinc esta altamente concentrado en las vesiculas sinapticas de un
subgrupo de neuronas glutamatérgicas. Se considera que funciona como un
neurotransmisor/neuromodulador, el zinc liberado desde tales células puede
alcanzar concentraciones muy elevadas en la hendidura sinaptica (Frederickson et
al., 2000; Cuajungco y Lees, 1997; Assaf y Chung, 1984; Choi y Koh, 1998). Bajo
estas circunstancias, la translocacion del zinc a las células post-sinapticas causa
muerte celular, un fendmeno asociado con numerosos desordenes
neurodegenerativos incluyendo la enfermedad de Parkinson, Alzheimer y epilepsia

(Frederickson et al., 2000; Cuajungco y Lees, 1997).

1.4. Cancer e inhibidores.

En los ultimos afios ha habido un considerable interés en el desarrollo de
inhibidores de proteinas quinasas para el tratamiento del cancer, enfermedades
inflamatorias cronicas y otras patologias, y algunos ya han sido aprobados para su
uso clinico. Las proteinas quinasas son reguladoras clave de la sefializacion celular
y por tanto representan atractivas dianas para la intervencion terapéutica en
diversas enfermedades humanas (Cohen, 2002). Diversas moléculas inhibidoras de

proteinas quinasas relevantes en enfermedades estan actualmente en diferentes
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estados de pruebas clinicas, y los primeros farmacos de dicha clase han recibido la
aprobacion de la FDA (Capdeville et al., 2002; Mubhsin et al., 2003). La mayoria de
estos inhibidores interactian con el sitio de union al ATP, una secuencia
relativamente conservada, siendo probables dianas en diversas proteinas quinasas,
incluso cuando se supone que son altamente especificos. Como el conocimiento
sobre la verdadera selectividad de un inhibidor es un pre-requisito para la correcta
interpretacion de sus efectos biologicos, métodos eficientes para determinar las
dianas celulares de los inhibidores de las proteinas quinasas son de vital
importancia tanto para conocer las rutas de sefializacion como para el desarrollo de
farmacos. Para que la selectividad de los inhibidores sea altamente especifica,
normalmente es evaluada en ensayos enzimaticos paralelos para un set de proteina
squinasas recombinantes (Davies et al., 2000; Bain et al., 2003). Incluso el panel de
selectividad mas amplio disponible actualmente, comprende menos de 100
miembros de la familia de las proteinas quinasas, por lo que la gran mayoria de las
mas de 500 proteinas quinasas humanas no estan probadas, y ademas, dianas de
proteina alternativas como diferentes tipos de enzimas no estdn analizadas
(Manning et al., 2002).

Se estima que el 30% de los programas de investigacion y desarrollo de las
industrias farmacéuticas estan actualmente centrados en las proteinas quinasas, y se
han desarrollado un gran nimero de inhibidores con una gran selectividad para
determinadas proteinas quinasas. La utilizacién de estos compuestos para la
investigacion basica fundamental puede ser de gran valor en el futuro para el
entendimiento de los papeles de las proteinas quinasas en las rutas de sefalizacion
celular (Bain et al., 2007).

A continuacion se detallan los inhibidores que se utilizaron para este

trabajo:
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1.4.1. IC261

1C261 (Figura 1.22) es un inhibidor ATP-competitivo selectivo de CK13 y
de CKle con menor efecto sobre CKla (Behrend et al., 2000; Mashhon et al.,
2000). Se ha demostrado que in vitro con la proteina purificada, la concentracion
de inhibicion IC50 esta en el rango 1-25 uM (Behrend et al., 2000; Bain et al.,
2007), pero la inhibicion de CK1 en cultivos celulares requiere concentraciones del
extremo superior de este rango. En varios estudios, cultivos celulares fueron
tratados con IC261 a concentraciones de 25-100 uM. Por ejemplo, a una
concentracion de 100 uM, 1C261 bloqued parcialmente la degradacion dependiente
de CK1&/¢ del regulador circadiano Per2 (Eide et al., 2005; Kloss et al., 1998; Price
et al., 1998; Toh et al., 2001; Meng et al., 2008). Ademas, la inhibicion de CK1d/e
con 40 uM de IC261 modula negativamente la sefializacion de Wnt fortaleciendo
las interacciones de proteinas en el complejo de destruccion de la f-catenina (Gao
et al., 2002). Sin embargo, también se ha demostrado que IC261 induce cambios en
las células a dosis mucho menores. Por ejemplo, entre 0,4-1 uM y dependiendo del
numero de células asesinas sensibles a p53, IC261 causa detencion del ciclo
celular, defectos en el huso mitético y apoptosis (Behrend et al., 2000; Stoter et al.,
2005).
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Figura 1.22. Estructura de IC261. IC261 es wuna 3-[(2,4,6-
Trimetoxifenil)metilidenil]indolin-2-ona.
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1.4.2. PP1

Las pirazolopirimidinas PP1 (Figura 1.23) y PP2 han sido extensamente
utilizadas para asignar funciones fisiologicas a la familia de protein quinasas Src,
aunque no discriminan entre los diferentes miembros de esta familia (Hanke et al.,
1996; Liu et al., 1999). También inhiben otras proteina tirosina quinasas, como
Eph-A2 y FGF-R1. Inhibieron Src y la estrechamente relacionada Lck con valores
IC50 de 50 nM, mientras que CSK, p38a Mapk y CK16 fueron inhibidas con 3-10
veces menor potencia. Curiosamente, se encontré que RIP2 fue inhibida incluso

mas potentemente que Src o Lck (Bain et al., 2007; Windheim et al., 2007).
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Figura 1.23. Estructura de PP1. PPl es una (4-amino-5-(4-metilfenil)-7-(t-
butil)pirazol-d-3,4-pirimidina

1.4.3. Indirubin-3-monoxima

Indirubin (3,2-bisindol) es un ingrediente activo de Danggui Luhui Wan,
una mezcla de 11 hierbas medicinales tradicionalmente utilizadas contra ciertos
tipos de leucemias por la Academia China de Medicina (Xiao et al., 2002). Entre
los derivados de indirubin, el indirubin-3"-monoxima (I3M; Figura 1.24) es el
compuesto mas frecuentemente utilizado para establecer los efectos biologicos y

fisiolégicos del indirubin, ya que tiene mejores caracteristicas de solubilidad que el
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indirubin (Marko et al., 2001). Es bien conocido que I3M es un fuerte inhibidor de
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) (Leclerc et al., 2001; Marko et al., 2001;
Perabo et al., 2006). Estudios adicionales informan que I3M induce la detencion
del ciclo celular en la fase G2/M por la inhibicion de CDK1 y la quinasa de la
glucogeno sintasa (GSK)-3 en células HBL-100, ¢ induce detencidén del ciclo
celular en la fase G2/M en células MCF-7 (Damiens et al., 2001). Ademas, un
estudio demostré que I3M inhibi6 la activacion del factor nuclear (NF)-«xB a través
de la inhibicion del inhibidor-kB (Ix-B)a, la fosforilacién y degradacion de Ik-Ba,
la translocacion nuclear de p65, union del ADN, y la expresion génica dependiente
de NF- kB (Sethi et al., 2006). Mas recientemente, se ha encontrado que I3M
inhibe la autofosforilacion del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFR)-1 y activa a largo plazo a la proteina quinasa activada por mitdégenos p38,
que estimula la sefializacion extracelular regulada por quinasas (Zhenn et al.,
2007). Aunque la actividad antiangiogénica de I3M habia sido demostrada
utilizando pez cebra transgénico con vasos sanguineos fluorescentes (Tran et al.,
2007), el detalle del mecanismo molecular todavia se desconoce. I13M funciona
como un inhibidor de la ruta de sefializacion VEGFR-2, conduciendo a la
inhibicion de la angiogénesis, sugiriendo un nuevo mecanismo de accioén para [3M

y su potencial uso como un agente antiangiogénico (Kim y Park, 2011).

N NH
Ho g

Figura 1.24. Estructura de Indirubin-3-monoxima. Es una 3-[(3E)-3-
(hidroxiimino)-2,3 dihidro-1H-indol-2-iliden]-2,3-dihidro-1H-indol-2-ona
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1.4.4. Roscovitina

La roscovitina (Figura 1.25) pertenece a las purinas 2,6,9 tri-substituidas
(De Azevedo et al., 1997; Meijer et al., 1997). Es un inhibidor selectivo para Cdk1,
2, 5,7y 9 con concentraciones IC50 en el rango nanomolar y que compite con el
sitio de union al ADN de las quinasas (Bach et al., 2005; De Azevedo et al., 1997;
Tang et al., 2005). Se sabe que también inhibe a otras quinasas como CaM quinasa
2, CKlo, CK13, DYRKIA, EPHB2, ERKI1, ERK2, FAK, y IRAK4 a
concentraciones del rango micromolar (1-40uM). Sin embargo, otras quinasas
incluidas Cdk4, Cdk6 y Cdk8 no son sensibles a la roscovitina (Bach et al., 2005;
Tang et al., 2005).

Como las Cdks tienen un importante papel en un amplio rango de
funciones celulares, se han sugerido como tratamientos potenciales para diversas
enfermedades patofisiologicamente diferentes. Los efectos de roscovitina han sido
estudiados in vitro en mas de cien lineas celulares e in vivo en modelos animales.
La media de la IC50 requerida para la inhibicion de la proliferacion celular no
excede la concentracion de 20 micromolar (Meijer et al., 1997, McClue et al.,
2002; Raynaud et al., 2004). Ademas, se demostré que inhibe la iniciacion de la
sintesis de DNA (Krude, 2000), la formacion de centrosomas (Matsumoto, 1999) y
la formacion del nucleolo (Sirri, 2002).

Se ha demostrado que la roscovitina induce apoptosis en varias lineas
celulares independientemente del estatus de p53, sin embargo, tiene una mayor
potencia para inducir apoptosis en células que expresan p53 que en las que no lo
expresan (Meijer et al., 1997; McClue, 2002; Wesierska-Gadek et al., 2005; 2008).

Los efectos anti-proliferativos y pro-apoptéticos de roscovitina han sido
implicados en el tratamiento de cancer y utilizado en estudios sobre los efectos

antitumorales de la roscovitina (Wesierska-Gadek et al., 2003).
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Figura 1.25. Estructura de Roscovitina. Es una 2-(R)-(1-Etil-2-
hidroxietilamino)-6-bencilamino-9-isopropilpurina.

1.4.5. SB203580

SB203580 (Cuenda et al., 1995), es un piridinil imidazol (Figura 1.26), que
se ha utilizado en numerosos estudios para evaluar los papeles fisiologicos de las
MAPKSs p38a y p38B. Aunque estos compuestos han sido y todavia son muy utiles,
estudios mas recientes han identificado otras proteinas quinasas a las que inhiben
con similar (GAK y CK1) o incluso con mayor potencia (RIP2) (Godl et al., 2003).
SB203580 también inhibe a c-Raf (Hall-Jackson et al., 1999) yv GSK3 in vitro
(Bain et al., 2007), aunque menos fuertemente, e inhibe la formacion de ZMP, un
activador de AMPK, desde su precursor inactivo AICAR (aminoimidazol-4-
carboxamida-1-B-D-ribofuranésido),  probablemente = por  inhibicion  de

transportadores de adenosina (Fryer et al., 2002).

61



INTRODUCCION

F

Figura 1.26. Estructura de SB203580. Es un 4-(4-Fluorofenil)-2-(4-
metilsulfinilfenil)-5-(4-piridinil)-1H-imidazol.

1.4.6. SP600125

A finales del 2001, se describié a SP600125 (Figura 1.27) como inhibidor
de JNK, tras un screening de una coleccion propia (Celgene/Signal
Pharmaceuticals) de inhibidores de la actividad de JNK2 contra el dominio de
transactivacion de c-Jun. La naturaleza plana de SP600125 y la poca solubilidad en
solucion acuosa, dada su naturaleza de antrapirazolona, ya fueron destacadas en su
descripcidon inicial. La inhibicion de JNK por SP600125 se observd que es
reversible y ATP-competitiva, mostrando valores de IC50 para la inhibicién de
JNK en el rango 40-90 nM con una selectividad 300 veces mayor que otras
proteinas quinasas activadas por mitdogenos (MAPKSs), ERK y p38-2 y entre 10-100
veces mayor selectividad que sobre otras 14 proteinas quinasas probadas. Estos
resultados sugieren una alta afinidad e interacciones especificas de SP600125 en el
sitio de unién al ATP de JNK (Bennett et al., 2001).

En el 2002, Bain y colaboradores ya dijeron que SP600125 no era un
inhibidor especifico de JNK, ya que inhibi6 a 13 de 30 proteinas quinasas probadas
con similar o mayor potencia que a las isoformas de JNK. Sin embargo, a pesar de
ello, muchos laboratorios han continuado utilizando SP 600125 como inhibidor de

IJNK. En el afio 2007, Bain y colaboradores demostraron que SP600125 inhibio
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tanto o mas potentemente que las isoformas de JNK a PKD1, CHK?2, Aurora By C,
MELK, CK1, DYRK2, DYRK3 y HIPK3 (Bain et al., 2007).

O
Figura 1.27. Estructura de SP600125. Es una antra[1,9]pirazol-6(2H)-ona).

1.4.7. TDZD-8 y TDZD-20

Las tiadiazolidinonas (TDZDs) son pequeiias moléculas heterociclicas con
propiedades farmacocinéticas y toxicologicas favorables, tal y como la
biodisponibilidad oral y la penetracion de la barrera hematoencefalica (Alonso et
al., 2004) y se ha demostrado que son inhibidores no ATP-competitivos de la GSK-
3P (Martinez et al., 2002). Se ha postulado que los TDZDs podrian ser de potencial
uso terapéutico para el tratamiento de la enfermedad del Alzheimer y otras
importantes patologias como la diabetes de tipo II, cancer y procesos inflamatorios
cronicos (Dorronsoro et al., 2002; Martinez et al., 2002).

TDZD-8 (Figura 1.28A) y TDZD-20 (Figura 1.28B), son inhibidores no
ATP-competitivos de GSK-3p (IC50 =2 y 6,5 uM respectivamente), que se unen
al sitio activo de GSK-3B, e inhiben las actividades de Cdkl/ciclina B, casein
quinasa II, y proteina quinasa A y C (IC50 > 100 uM) (Jordan, 2007).

Se ha demostrado que TDZD-8 es un agente protector en multiples
modelos murinos de enfermedades tales como artritis, lesion de médula espinal,

colitis, y shock séptico (Chin et al., 2005; Dugo et al., 2006; Cuzzocrea et al.,
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2006a; Cuzzocrea et al., 2006b; Wittle et al., 2006). También se ha visto que
TDZD-8 induce selectivamente la muerte de las principales formas de células de
leucemia, incluyendo las células madre mieloides malignas y las poblaciones

progenitoras, evitando los tejidos hematopoyéticos normales (Guzman et al., 2007).
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Figura 1.27. Estructura de TDZDs. A) TDZD-8 es un 4-bencil-2metil-1,2,4-
tiodiazolidina-3,5-diona. B) TDZD-20 es un 5-bencilamino-3-0x0-2,3-dihidro-1,2-4-
tiadiazol.

1.4.8. Estaurosporina

La estaurosporina (Figura 1.29) se descubrio y aislo como un alcaloide
producido a partir de un cultivo de Streptomyces. Posteriormente se comprobd que
tenia propiedades inhibitorias sobre proteinas quinasas, impidiendo la uniéon de
ATP a la molécula de quinasa debido a su fuerte afinidad por el sitio de unién a
ATP. A pesar de haberse descrito como un potente inhibidor de PKC
(Phospholipid/Ca*" dependent protein kinase) con un IC50 de 3 nM (Tamaoki et
al., 1986; Tamaoki y Nakano, 1990), la estaurosporina se une a muchas otras
quinasas con una alta afinidad, con lo cual este compuesto presenta muy poca
selectividad (Karaman et al., 2008) y es uno de los inhibidores conocidos menos
especifico a nivel general. Ademas, se ha visto que su utilizaciéon induce apoptosis
en muchos tipos celulares (Hartel et al., 2003; Hwang et al., 2011) y también puede
inhibir la actividad catalitica de otros enzimas, como la topoisomera II (Lassota et

al., 1996).
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Figura 1.28. Estructura de estaurosporina. Es una (9S,10R,11R,13R)-
2,3,10,11,12,13-Hexahidro-10-metoxi-9-9-metil-11-(metilamino)-9,13-epoxi-1H,9H-
diindol[1,2,3-gh:3",2",1"-1m]pirrol[3,4-j][1,7]benzodiazonin-1-ona.

1.4.9. RO-31-8220

El compuesto RO 31-8220 (Figura 1.30) fue desarrollado como un
derivado de la estaurosporina que resultd ser mas selectivo para las isoformas de
PKC con un IC50 de entre 5 y 27 nM (Davis et al., 1989; Dieter and Fitzke, 1991),
aunque estudios recientes muestran que también es inhibidor de otras proteina
squinasas con una eficacia similar a la ejercida sobre PKC (Davies et al., 2000). Al

igual que la estaurosporina, induce apoptosis (Han et al., 2000).

Figura 1.29. Estructura de RO-31-220. Es un 3-[1-[3-(Amidinotio)propil-1H-
indol-3-il]-3-(1-metil-1H-indol-3-yl)-3-metasulfonato.

65



INTRODUCCION

1.4.10. Inhibidor de Cdkl

El inhibidor de Cdk 1 (Figura 1.31) es un inhibidor competitivo por el sitio
de unién del ATP de la proteina quinasa y fue descrito como un compuesto
inhibidor de Cdkl y Cdk5 con un IC50 de 5,8 uM y 25 uM respectivamente
(Andreani et al., 2000). En un estudio de la determinacién de la estructura
tridimensional de VRK3 y VRK2, se ha descrito que se une a estas quinasas y

también a VRK1 (Scheeff et al., 2009).
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Figura 1.30. Estructura de Inhibidor de la Cdkl. Es una 3-(2-Cloro-3-
indolilmetilene)-/,3-dihidroindol-2-ona.

1.4.11. Oxindol 1

El Oxindol 1 (Figura 1.32) se ha descrito como un inhibidor selectivo del
receptor tirosina quinasa Flk-1 del factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) con un IC50 de 390 nM. A concentraciones mas elevadas (IC50 de 12
pM) también es capaz de inhibir al receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFR) y a algunos complejos de ciclinas/Cdk. Sin embargo, no afecta
a la actividad quinasa de los receptores tirosina quinasas EGFR o ErbB2 (Sun et
al., 1998; Kent et al., 1999). Ademas, es otro de los inhibidores descritos que se
unen a las proteinas quinasa VRK (Scheeff et al., 2009).
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Figura 1.31. Estructura de Oxindol 1. Es una 3-(1H-Pirrol-2-ilmetilene)-1,3-
dihidroindol-2-ona.

1.4.12. AZD-7762

El compuesto AZD-7762 (Figura 1.33) se utiliza como inhibidor de las
quinasas CHK1/2 (Checkpoint Kinase 1/2), una proteina quinasa implicada en la
respuesta celular frente al dafio al ADN. AZD-7762 inhibe a Chkl por unioén
reversible al sitio de union al ATP de Chkl, con un IC50 de 5 nM y a Chk2 menor
de 10 nM (Zabludoff et al., 2008). Ademas, este inhibidor sensibiliza las células
ante el tratamiento de radioterapia en combinacion con otros farmacos (Mitchell et
al., 2010; Morgan et al., 2010) y esta siendo utilizado en ensayos clinicos (Ashwell

et al., 2008; Cheng et al., 2011).

NH,
Figura 1.32. Estructura de AZD-7762. Es una 5-(3-fluorofenil)-3-ureidotiofen-
N-[(S)-piperidina-3-il]-2-carboxamida.
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1.4.13. VX-680

El compuesto VX-680 (Figura 1.34) es un inhibidor de las quinasas
Aurora-A, -B, -C con valores de IC en un rango nanomolar (0.6, 18 y 4.6 nM
respectivamente) y se considera un agente antitumoral util, ya que bloquea la
progresion del ciclo celular e inhibe la proliferacion, y también induce apoptosis en
diferentes tipos de células cancerosas. Ademas, este compuesto causa una fuerte
inhibicién del crecimiento tumoral en varios modelos in vivo, permitiendo la
regresion de leucemia, tumores de colon y pancreas a dosis bien toleradas

(Harrington et al., 2004; Shi et al., 2007; Gautschi et al., 2008).
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Figura 1.33. Estructura de VX-680. Es un acido [4-[4-(4-metil-piperazin-1-il)-6-
(3-metil-1H-pirazol-3-ilamino)-pirimidin-2-sulfanil]-fenil]-ciclopropanocarboxamida.

1.4.14. PLX-4720

PLX4720 (Figura 1.35) es un inhibidor de B-RafV600E, disefiado para
bloquear el sitio de unién al ADN cuando la proteina oncogénica B-RafV600E esta
en una conformacion activa, tanto in vitro como in vivo en modelos tumorales de
melanoma y tumor colorrectal (Tsai et al., 2008). PLX4720 fue efectivo reduciendo
la proliferacion celular, migracion, e invasion en un modelo heterozigoético para el

tipo salvaje de B-Raf/B-RafV600E, por lo que debe ser testado y considerado para
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estudios de fase len el tratamiento de pacientes con B-RAfV600E ATC (Nucera et
al., 2011).

Figura 1.34. Estructura de PLX-4720. Es un acido N-(3-(5-cloro-1H-pirrol[2,3-
b]piridin-3-carbonil)-2,4-difluoro-fenil)propano-1-sulfonamida.

1.4.15. GDC-0879

GDC-0879 (Figura 1.36) es un potente y selectivo inhibidor de B-Raf en
diversos ensayos in vitro y celulares con una IC50 de 0,13 nM para la enzima
purificada de B-Raf V60OE y de 63 nM para pERK en la linea celular MALME-
3M (Hansen et al., 2008; Wong et al., 2009). Ademas, su empleo en modelos

preclinicos ha mostrado eficacia antitumoral (Hoeflich et al., 2009a;b).

Figura 1.35. Estructura de GDC-0879. Es un 5-[1-(2-hidroxi-etil)-3-piridin-4-il-
1H-pirazol-4-il]-indan-1-ona oxima.
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OBJETIVOS

» Estudiar la sensibilidad a inhibidores de los miembros
cataliticamente activos de la familia de proteinas
quinasas VRK y comparacion con la quinasa homologa

viral B1R.

» Estudiar la sensibilidad a metales de los miembros
cataliticamente activos de la familia de proteinas
quinasas VRK y comparacion con la quinasa homologa

viral B1R.
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Reactivos

Los reactivos quimicos generales fueron obtenidos de MERCK
(Alemania), Prolabo, Sigma Chemical Co (St Louis, USA), Boehringer Mannhein
(Mannhein, Alemania); Probus, Analema, Serva Feinbiochemica Gmbh & Co y
Vorquimica (Espaia).

Tris (hidroximetil) aminometano, SDS, EGTA, EDTA, BSA, DTT, B-
mercaptoetanol, leupeptina, aprotinina, isopropanol, Azul de Coomassie R-250 y
los metales fueron de Sigma Chemical Co, (St. Louis, USA).

Los inhibidores de proteasas IC261, PP1, Indirubin-3-monoxime, Cdkl
Inhibitor, Oxindole I SB203580, Roscovitine, SP600125, TDZD-8 y TDZD-20 de
Calbiochem-Merck (Darmstadt, Germany). Staurosporine y RO 31-8220 de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). VX-680, AZD7762, PLX-4720 y GDC-0879 de
Selleck Chemicals (Houston, TX). PMSF y ATP, fueron obtenidos en Boehringer
Mannhein Bioproductos. La histona H3-fue de Upstate Biotechnology-Millipore
(Lake Placid, NY).

Los reactivos de electroforesis y marcadores de peso molecular pretefiidos
fueron obtenidos de Bio-Rad.

El (y*°P) ATP fue obtenido de Hartmann Analytic.

El material fotografico empleado fue de la firma Agfa (Curix R2).

3.1.2. Equipos y aparatos

« Electroforesis: mini Protean III*, fuentes de alimentacién PAC 3000,
secador de geles MO 543 y capturadores de imagenes Gel Doc 1000 y Versa Doc
Imaging System MO 2000, todos de Bio-Rad.
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* Centrifugacion del cultivo bacteriano: Rotor modelo JA-20, Centrifuga
Beckman modelo J2-21.

» Las restantes centrifugaciones se realizaron en centrifugas Centromix,
Heraeus spatech/Biofuge A, Denver Instrument y BHG-Hermle Z229.

* Las incubaciones de la fraccion soluble con la resina a 4°C y en
movimiento continuo se realizaron en un mixing Rotor de la casa Renner GmbtH.

* Otros: Espectrofotometro PU UV/VIS Philips, Contador de centelleo
Beckman LS6000TA, Agitador Rotamax 120 Heidolph, Thermomixer Compact
(Eppendorf) y revelador automatico de la firma Agfa-Gevaert AG, modelo

Gevamatic 60.

3.2. METODOS

3.2.1. Expresion en bacterias y purificacion de proteinas

fusionadas a GST

Para la expresion de proteinas de fusion de este tipo utilizamos el vector
PET que contiene un promotor de expresion para Escherichia coli, inducible con
IPTG y que expresa la proteina clonada fusionada a GST.

La cepa BL21DE3 de Escherichia coli se transformo con los vectores
indicados para expresion de proteina recombinante unida a GST. Se inocul6 dicha
cepa en medio selectivo (LB + ampicilina 50 pg/mL) y se dejo crecer a 37°C
durante toda la noche. Se diluyd ese indculo en medio selectivo fresco y se dejo
crecer a 37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm de 0.6-0.8.

En este punto se indujo la expresion de la proteina de fusion afadiendo

IPTG a una concentracion de 0.2 mM y dejando crecer las bacterias a 30°C durante

78



MATERIAL Y METODOS

3 a 4 horas mas. El cultivo bacteriano resultante se centrifugd a 10000 g y el

“pellet” resultante fue resuspendido en un tampon de lisis (Tabla 3.1).

Tampon de lisis
PBS 1X frio 10 mL
Triton X-100 1%

Lisozima 0.2 pg/mL
PMSF 1 mM

Aprotinina 10 pg/mL

Leupeptina 10 pg/mL

Tabla 3.1. Composicién quimica del tampén de lisis.

Tras 20 min de incubacion a 4°C, se sonico la suspension con 3 pulsos de
30 s cada uno a 4°C y baja potencia, en un sonicador “Misonic XL2010”, tras la
cual se centrifugé a 30000 x g 30 min a 4°C. Ese sobrenadante resultante o fraccion
soluble contiene las proteinas solubles, entre las que se encontraba de forma
mayoritaria la proteina de fusion expresada.

Esta fraccion soluble se incubd con resina de Sefarosa-glutation
(“Glutathion Sepharose 4B beds”’, Amersham Pharmacia Biotech) entre 3-12 horas
a 4°C en agitacion orbital suave con la resina “TALON Metal Affinity Resin” (BD
Biosciences).

Una vez unida la proteina de fusion a la resina, se lavo varias veces

mediante centrifugacion suave con PBS + inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 2

mM DTT, 10 pg/mL aprotinina y 10 pg/mL de leupeptina) y se eluyo la proteina

varias veces con glutation reducido 20 mM en Tris-HCl pH 8 50 mM durante 15

min a temperatura ambiente y en agitacion suave.
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Se comprobd la purificacion de la proteina eluida mediante
electroforesis SDS-PAGE seguida de tincion con azul de Coomassie.

Para la purificacion de las proteinas se utilizé el método desarrollado por

Santos, C.R. (2006), Blanco, S. (2006) y Valbuena, A. (2008). (Figura 3.1)

Cepa BL21DE3 de
Escherichia coli
transformada con
vector pET

4

Cultivo Bacteriano

P

°T%=37°C
*D.0.:0,6-0,8 nm
*IPTG
Centrifugacion

*Tampdn de lisis
*Ultrasonidos
*Centrifugacion

PBS+inhibidores proteasas

Elucion con glutation

Figura 3.1. Representacion esquematica del proceso de Expresion en bacterias

y purificacion de proteinas fusionadas a GST
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3.2.2. Tincion con Coomassie

Para monitorizar el proceso de purificacion y para comprobar la correcta
purificacion de la proteina, las fracciones proteicas obtenidas se separaron por
tamafo mediante una electroforesis vertical en geles SDS-PAGE.

Posteriormente el gel de poliacrilamida se fij6 y se tifi6 durante 10 minutos
en solucion de tincion Coomassie (Tabla 3.2) y posteriormente se lavo el gel con
una solucion de destefiido (Tabla 3.3) hasta la correcta visualizacion de las bandas
de interés.

Finalmente se transfirio a papel Whatman 3M y se sec6 en un secador de

geles (Bio-Rad) durante 2h a 80°C.

Solucion de tincion
Coomassie brilliant blue R250 | 0,5 %
Metanol 50 %

Acido acético glacial 10%

Tabla 3.2. Composicion quimica de la solucion de tincion.

Solucion de destenido

Metanol 50 %

Acido acético glacial 10%

Tabla 3.3. Composicion quimica de la solucion de tincion.
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3.2.3. Ensayos de actividad quinasa in vitro.

La actividad serina/treonina quinasa se analiz6 mediante ensayos de
fosforilacion utilizando las proteinas quinasa GST-VRK y GST-B1R
recombinantes expresadas en E. coli a concentraciones que varian de 2 a 10 pg en

un volumen final de 30 pL de tampon especifico para caseina quinasas (Tabla 3.4).

Tampo6n quinasa

Tris-HCI pH7.5 20 mM

MgCl, 5mM
DTT 0.5 mM
KCl 150 mM
ATP 5uM

[y32P] ATP 5 uM (5 uCi)

Tabla 3.4. Composicién quimica del tampén quinasa.

Como sustratos se utilizaron la histona H3 recombinante de Xenopus laevis
(Upstate) en una concentracion de 1 pg y también la proteina recombinante GST-
p53 correspondiente al fragmento de pS53 murino que va del aminoacido 1 al 85 en
una concentracion de 10 pg.

Los inhibidores de proteasas se disolvieron en DMSO y los metales en
agua destilada para conseguir las concentraciones indicadas para cada ensayo.

Se realiz6 una pre-incubacion con la quinasa recombinante, los sustratos y
el inhibidor durante 10 minutos antes de afiadir el ATP y después se incub6d 30
minutos, todo ello a 800 rpm y 30°C en un Thermomixer Compact (Eppendorf).
Las reacciones de fosforilacion se pararon mediante la adicion de tampon de carga

(Tabla 3.7) e incubacion durante 5 minutos a 100° C. Posteriormente las muestras
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fueron procesadas y fraccionadas en un gel de poliacrilamida de entre 10%-15% de
SDS, tefiido en tincion de Coomassie y secado como se ha descrito anteriormente.

Finalmente para detectar las bandas radiactivas, los geles fueron expuestos
a una temperatura de -80°C durante 1-24 h, segun cada caso. Tras revelar las
peliculas se interpretaron las sefiales de fosforilacion utilizando como referencia el
gel tefiido con Coomassie.

En el caso de los experimentos de inhibicion de la actividad quinasa, se
cuantifico la cantidad de fosfato incorporado. Para ello, se recortaron las bandas del
gel de poliacrilamida, se les afiadié 4 mL de liquido de centelleo Ecoscint H, y se
obtuvieron las cuentas por minuto (cpm) en el contador de particulas p de Beckman
LS6000TA. El tiempo de medida es de 5 minutos por vial con 2 réplicas por
muestra.

Se representd graficamente con el programa FExcel 2007 (Microsoft),
obteniendo asi las rectas de regresion y se calcularon las ecuaciones de dichas
rectas. Se indico el valor del coeficiente de determinacion (R%) (cuanto mas cercano
a 1 sea este valor, mas fiable es la ecuacién de regresion) y se calcularon los
valores de IC50 (concentracion de inhibidor a la cual la actividad quinasa se reduce

a la mitad).

3.2.4. Determinacion de la concentracion proteica

Se us6 el método de Bradford (1976), basado en la fijacion sobre las
proteinas del colorante Azul de Coomassie que en presencia de proteinas se torrna
de color rojo a azulado cambiando su maximo de absorcion de 465 a595 nm. El
cambio en la absorcion del colorante es proporcional a la cantidad de proteina en la
muestra.

Se preparo6 una solucion del colorante al 0,01 % en 50 mL de etanol al 95

%, a la que se anadio 100 mL de una solucion de acido fosforico al 85 % (p/v), que
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finalmente se afor6 a un litro con agua destilada. El reactivo se conservo a
temperatura ambiente y antes de cada uso fue filtrado a través de papel de filtro
Wathman N°1.

Para cada medicion de concentracion de proteinas se hizo una escala de

calibrado con BSA.

3.2.5. Electroforesis para proteinas en geles de poliacrilamida-

dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE)

Todas las muestras de proteinas fueron analizadas en geles de
poliacrilamida de 10-15 % (SDS-PAGE) de acuerdo con el método de Laemmli
(1970).

Este método se basa en la exposicion de la mezcla de proteinas a un campo
eléctrico, de forma que las moléculas cargadas migraran al electrodo de polaridad
opuesta. La movilidad de las moléculas dependera de la viscosidad del medio, del
tamano, de la forma y de la carga de la molécula. La velocidad de desplazamiento
electroforético de una particula dependera principalmente de los grupos ionizables
que existan sobre superficie, y naturalmente, del signo y magnitud de la carga de
dichos grupos, lo que a su vez dependera de la fuerza ionica y del pH del medio
(Nakai y Wayne, 1996).

La muestra de proteinas se trata con (-mercaptoetanol, que asegura la
separacion de las cadenas proteicas.

Ademas se afiade SDS (dodecil sulfato sddico), un detergente que rodea la
proteina en una cantidad proporcional a su masa molecular y le confiere carga
negativa. Con ello se consigue que la proteina migre hacia el anodo, de forma
inversamente proporcional a su masa y sin depender de su carga intrinseca (Lozano

y Tudela, 1988).
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Para la solidificacion de los geles se utilizd persulfato de amonio y
TEMED (N,N, N', N'-tetrametiletilenodiamina) como catalizador de la formacion
de radicales libres.

Los geles estan formados por un gel separador del 10-15% (Tabla 3.5) y
por un gel concentrador del 4% (Tabla 3.6).

Gel separador 10 %
Tris-HCI pH 8,8 1,5M
30%Acrilamida/bis | 37,5/1(2,6%C)
SDS 10 %
Temed 0,05 %
Persulfato amonico 10%

Tabla 3.5. Composicion quimica del gel separador.

Gel separador 4 %
Tris-HCI pH 6,8 0,5M
30%Acrilamida/bis | 37,5/1(2,6%C)
SDS 10 %
Temed 0,05 %
Persulfato amonico 10%

Tabla 3.6. Composicion quimica del gel concentrador.

El gel separador es el que se encuentra en mayor proporcion, y que sirve

para separar las proteinas de las muestras, segin su tamafio. En funcion del
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porcentaje de acrilamida / bisacrilamida presente en la mezcla, se puede modificar
el tamafio del poro del gel, del cual dependera la dificultad de desplazamiento que
encuentren las moléculas de muestra sometidas a electroforesis. En general, a
menor porcentaje de acrilamida / bis, mayor porosidad del gel, y en consecuencia,
menor dificultad de desplazamiento de las moléculas a su través. Asi, para resolver
proteinas con pesos moleculares comprendidos entre 30-100 kDa se emplearon
preferentemente geles del 10% de acrilamida y para proteinas de entre 30-15 kDa
se utilizaron geles del 12,5%.

El gel concentrador es el de menor proporcion de acrilamida. Se afiade para
concentrar las proteinas en un mismo frente, desde el cual se pueda medir la
distancia recorrida por cada una.

Para ello las muestras se procesaron con tampon de carga (Tabla 3.7) y se

cocieron a 95°C durante 5 minutos y posteriormente se enfriaron en hielo.

Tampon de carga
Tris-HCI pH 6,8 62,5M
Glicerol 10 %
SDS 2,3%
Azul de bromofenol | 0,1 %

B-mercaptoetanol 5%

Tabla 3.7. Composicion quimica del tampon de carga.
La electroforesis se realizd con un tampoén de electroforesis o running
buffer (Tabla 3.8) unos 70 min con un voltaje de 150 V y a temperatura ambiente.
Como marcadores de masa molecular se utilizaron marcadores pretefiidos

“Precision Plus Protein™ Standards Dual Color” de Bio-Rad.
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Tampoén de electroforesis
Tris-HCI pH 8,3 | 124 mM
Glicina 960 mM
SDS 17 mM

Tabla 3.8. Composicion quimica del tampon de electroforesis.

3.2.6. Calculos de constantes cinéticas.

Los ensayos enzimaticos necesarios para el calculo de las constantes
aparentes de Michaelis-Menten (Km) de la reaccion catalizada por la proteina
VRKI purificada de Escherichia coli se llevaron a cabo en un medio tamponado a
pH 7,5 con tampon quinasa descrito en la tabla 3.4, pero sin afiadir el cloruro de
magnesio (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5 mM DTT y 150 mM KCl) y con el cation
divalente e estudiar en cada caso (magnesio, manganeso o zinc) y se realizo de la
misma manera que los ensayos descritos anteriormente en el apartado 3.2.4.

Los valores de los parametros cinéticos se calcularon a partir de la
representacion de dobles reciprocos 1/V, vs 1/[S], donde V, es la velocidad inicial
de reaccion a una concentracion de sustrato S determinada.

Se define como unidad de actividad enzimatica (UA) a la cantidad de
enzima que cataliza la autofosforilacion de un mol de enzima por minuto en

condiciones estandar (temperatura de 30 °C y pH de 7,5).
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4.1. Expresion en bacterias y purificacion de proteinas

fusionadas a GST.

4.1.1. Expresion en bacterias y purificacion de GST-VRKI

Se comprob6 el método de purificacion realizdindose andlisis
electroforéticos con los diferentes pasos desarrollados para la obtencion de un
extracto con proteina purificada.

En la figura 4.1 se puede observar como tanto en las fracciones
correspondientes a la alicuota del cultivo bacteriano sin la adiciéon del inductor de
la proteina deseada (IPTG), como a las correspondientes a las alicuotas tras la
adicion del IPTG, no se observa ningun tipo de banda electroforética de proteinas
debido a que todavia estarian en el interior de las bacterias gracias a la integridad
de la pared bacteriana.

En la alicuota del lisado se observa una serie de bandas que serian todas las
proteinas de las bacterias. A continuacion se centrifuga, obteniéndose un
precipitado, con los restos proteicos de las membranas y organulos, y un
sobrenadante o fraccion soluble, que contiene las proteinas solubles, entre las que

se encuentra la proteina de fusion expresada (Figura 4.1).
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Figura 4.1. SDS-PAGE 10% tefiido con azul de Coomassie. Pasos de purificacion
de la GST-VRKI.
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A continuacidn, la fraccion soluble se incubd con la resina de Sefarosa-
glutation entre 3-12h a 4°C en agitacion suave. Tras una nueva centrifugacion, se
toma una alicuota tanto del precipitado (resina de Sefarosa-glutation) como del

sobrenadante (lavado de la resina) (Figura 4.2).
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Figura 4.2. SDS-PAGE 10% tefiido con azul de Coomassie. Pasos de purificacion
de la GST-VRKI.

Una vez unida la proteina de fusion a la resina, se lavd varias veces
mediante centrifugacion suave con PBS e inhibidores de proteasas y se eluyo la
proteina varias veces con glutation reducido durante 15 minutos a temperatura
ambiente y en agitacion suave. Se tomaron alicuotas tanto de la resina como del

eluido para poder comprobar la presencia de la proteina deseada (Figura 4.3).
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Figura 4.3. SDS-PAGE 10% tefiido con azul de Coomassie. Pasos de purificacion
de la GST-VRKI.

El procedimiento explicado en este apartado es el mismo que se sigui6 en

las purificaciones del resto de las proteinas obtenidas (apartados 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4
y 4.1.5).

4.1.2. Expresion en bacterias y purificacion de GST-VRK2A

Se comprobd la purificacion de la proteina eluida mediante electroforesis

SDS-PAGE seguida de tincion con azul de Coomassie (Figura 4.4).
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Resina 1.2
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Marcador
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15 kDa
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Figura 4.4. SDS-PAGE 10% teflido con azul de Coomassie. Pasos de purificacion
de la GST-VRK2A.
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4.1.3. Expresion en bacterias y purificacion de GST-VRK2B

Se comprobo la purificacion de la proteina eluida mediante electroforesis

SDS-PAGE seguida de tincion con azul de Coomassie (Figura 4.5).
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Figura 4.5. SDS-PAGE 10% tefiido con azul de Coomassie. Pasos de purificacion
de la GST-VRK2B.

4.1.4. Expresion en bacterias y purificacion de GST-BIR

Se comprob¢ la purificacion de la proteina eluida mediante electroforesis

SDS-PAGE seguida de tincion con azul de Coomassie (Figura 4.6).
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Figura 4.6. SDS-PAGE 10% tefiido con azul de Coomassie. Pasos de purificacion
de la GST-B1R.

94



RESULTADOS

4.1.5. Expresion en bacterias y purificacion de GST-p53

Se comprobo la purificacion de la proteina eluida mediante electroforesis

SDS-PAGE seguida de tincion con azul de Coomassie (Figura 4.7).
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Figura 4.7. SDS-PAGE 10% tefiido con azul de Coomassie. Purificacion de la
GST-p53.

A la vista de los resultados obtenidos en todas las proteinas purificadas se
podria decir que el proceso ha funcionado correctamente, consiguiendo resultados

similares a otros autores como Santos, C.R. (2006), Blanco, S. (2006) y Valbuena,
A. (2008).
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4.2. Estudio de la sensibilidad a diferentes inhibidores

comerciales de la familia de quinasas VRK y B1R.

Se probo el efecto de un panel de 16 inhibidores sobre la actividad quinasa
de la familia de proteinas humanas VRK y en algunos casos también de la proteina
viral BIR, con el objetivo de identificar alguno que afectara a la actividad de
dichas proteinas. Los inhibidores utilizados se han descrito anteriormente en el
apartado de Introduccion y son compuestos que inhiben a diferentes grupos de
proteinas relacionadas con diversas funciones celulares.

Se realizaron ensayos quinasa in vitro con las proteinas recombinantes
humanas VRK1, VRK2A, VRK2B y con la proteina viral BIR fusionadas al
epitopo GST expresadas y purificadas a partir del cultivo de bacterias E. coli (tal y
como se describe en el apartado 3.2.1 de Material y Métodos) y se realizaron
ensayos quinasa (tal y como se describe en el apartado 3.2.3 de Material y
M¢étodos). Determinamos el efecto de los inhibidores en base a la actividad de
autofosforilacion y de fosforilacion de dos sustratos diferentes, la histona H3

recombinante comercial o el supresor de tumores p53 fusionado a GST.

4.2.1. Inhibidores comerciales y H3 como sustrato

Los inhibidores probados en este bloque son IC261, PP1, Indirubin-3-
monoxima, SB203580 y SP600125 y el sustrato utilizado en este caso fue la
histona H3 recombinante.

Como se puede observar en la figura 4.8, algunos de estos inhibidores no
tuvieron ningtn efecto o el efecto fue muy débil a la concentracion utilizada (100
puM). Sin embargo, si se detectaron diferencias de sensibilidad a estos inhibidores

entre VRK1 y VRK2A. Asi, VRK2A present6 mayor sensibilidad a los inhibidores
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Indirubin-3-monoxima y SP600125 que VRKI1. Ambas quinasas mostraron
inhibicion frente al IC261, aunque se pudo observar que la respuesta de inhibicion
era diferente entre VRK1 y VRK2A. Ademas, también se observo que la respuesta
de inhibicion fue similar para la actividad de autofosforilaciéon y para la
fosforilacion del sustrato de histona H3. En el caso de la quinasa VRK2B, el patron
de inhibicién fue el mismo que el de VRK2A, algo esperado debido a que ambas

isoformas presentan una secuencia idéntica en el dominio catalitico.

H3 H3 H3
GST-VRK1 GST-VRK2A GST-VRK2B
e g8 c 88 c 38
8z 585 o.- 3§25 9 - 3§83
28gsag 285538 28:58¢
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— [ o ] —— e . |esTVRK
32P 32P
e ——— | | [ ===== — — — —|GST-VRK
Feems—=—u === |
Coomassie Coomassie Coomassie

Figura 4.8. Efecto de inhibidores en la actividad quinasa de las proteinas
VRK humanas. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de las proteinas recombinantes GST-
VRK1, GST-VRK2A y GST-VRK2B frente a 5 inhibidores a una concentracion de 100 uM
y utilizando 1 pg de la histona H3 recombinante como sustrato de fosforilacion.

Una vez determinada la sensibilidad a una concentracion elevada y fija, se
estudiaron mas detalladamente los inhibidores que parecian tener algin efecto a la
concentracion de 100 pM.

Para ello, se realizaron curvas de dosis de concentracion de cada uno de los
compuestos que presentaron inhibicion (IC261, Indirubin-3-monoxima vy
SP600125), en un rango de concentraciones en el que la respuesta fuese lineal, para
poder asi determinar los valores de ICsy (concentracion de inhibidor a la cual la

actividad quinasa disminuye a la mitad).
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El inhibidor ATP-competitivo IC261 (selectivo de la familia CK1) fue mas
efectivo inhibiendo a VRK2A que a VRKI1 (Figura 4.9.A). Posteriormente se

calcularon las rectas de regresion lineal (Figura 4.9.B) y el valor de la

concentracion para el compuesto a la que la actividad de la quinasa era del 50%,

obteniéndose asi un valor ICsode 11 uM en el caso de VRK2A y de 121 uM para
VRKI (Tabla 4.1).
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Figura 4.9. Diferente sensibilidad entre VRK1 y VRK2A al inhibidor
IC261. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 ug de las proteinas recombinantes GST-
VRK1 y GST-VRK2A frente a diferentes concentraciones del inhibidor IC261. Como
sustrato de fosforilacion se utilizo 1 pg de histona H3 recombinante. B. Graficas de
regresion lineal de la respuesta de inhibicion de la actividad de VRK1 y VRK2A.
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El inhibidor ATP-competitivo Indirubin-3-monoxima (selectivo de la
familia CDKs) parece tener un leve efecto de inhibicion sobre la VRK2A y
VRK2B (Figura 4.8), por lo que se realizaron ensayos quinasa in vitro con la
proteina purificada GST-VRK2A en un rango de concentracion de dicho
compuesto entre 1 y 360 uM (rango en el que la respuesta de inhibicion era lineal)
y utilizando como sustato a la histona H3 recombinante (Figura 4.10.A). Se obtuvo

la recta de regresion lineal (Figura 4.10.B) y un valor de ICsy de 50 uM (Tabla 4.1).
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Figura 4.10. Sensibilidad de VRK2A frente al inhibidor Indirubin-3-
monoxima. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 ug de la proteina recombinante GST-
VRK2A frente a diferentes concentraciones del inhibidor Indirubin-3-monoxima. Como
sustrato de fosforilacion se utilizd6 1 pg de histona H3 recombinante. B. Grafica de
regresion lineal de la respuesta de inhibicion de la actividad de VRK2A.

También se comprobo el efecto de inhibicion del compuesto SP600125
(inhibidor de la JNK quinasa) ya que parecia tener un leve efecto de inhibicion
sobre VRK2A y VRK2B (Figura 4.8). Se realizaron ensayos quinasa en un rango
de concentracion del inhibidor entre 1 y 500 uM (rango en el que la respuesta de
inhibicion era lineal) y utilizando como sustato a la histona H3 recombinante
(Figura 4.11.A). Se obtuvo la recta de regresion lineal (Figura 4.11.B) y un valor
de ICsp de 28 uM (Tabla 4.1).
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Figura 4.11. Sensibilidad de VRK2A frente al inhibidor SP600125. A. Ensayos

GST-VRK1
Fosf H3
121,39 + 1,05

Autofosf
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quinasa in vitro con 2 pg de la proteina recombinante GST-VRK2A frente a diferentes
concentraciones del inhibidor SP600125. Como sustrato de fosforilacion se utilizo 1 pg de
histona H3 recombinante. B. Grafica de regresion lineal de la respuesta de inhibicion de la
actividad de VRK2A.

ICso (nM)

GST-VRK2A
Autofosf Fosf H3
11,09 £ 1,10 14,71 £ 1,13

50,66 £1,23 57,23 £1,17

27,59 £ 1,09 11,13+ 1,21

Tabla 4.1. Sensibilidad de las
inhibidores quinasas. Se indican los valores de ICs, junto con su desviacion estandar (+
SD) para los inhibidores frente a los que se detecta inhibicion. El simbolo “—“hace
referencia a que la actividad quinasa no se ve afectada o la inhibicion es muy débil. Los
datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.

proteinas humanas VRK1 y VRK2A a
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4.2.2. Inhibidores comerciales y p53 como sustrato

Los inhibidores probados en este bloque son TDZD-8, TDZD-20, RO-31-
8220, Inhibidor de la Cdk 1, Oxindol 1, Estaurosporina, AZD-7768, VX-680, PLX-
4720, GDC-0879, Roscovitina y el sustrato utilizado en este caso fue la proteina
GST-p53 expresada y purificada de cultivo de E.coli, que corresponde al fragmento
que comprende del aminoacido 1 al 85 de la proteina p53 murina. Este panel de
inhibidores fue probado por nuestro grupo de investigacion, utilizando como
sustrato la histona H3 recombinante comercial, por lo que se quiso comprobar si al
cambiar el sustrato se producian diferencias en la efectividad de la
autofosforilacion y fosforilacion de las VRKSs.

Para ello se realizaron ensayos quinasa in vitro a una concentracion de 100
uM de cada inhibidor y se cuantificé la cantidad de fosfato incorporado, realizando
una media de tres experimentos con su desviacion tipica y se representaron
graficamente.

En la figura 4.12 se puede observar como los inhibidores TDZD-8, RO-31-
8220 y Estaurosporina provocan un efecto de inhibicion mayor del 50 % sobre la
actividad quinasa de VRK1. La Estaurosporina y su derivado, RO-31-8220, son
inhibidores de PKC y presentan una fuerte afinidad por el sitio de uniéon a ATP de
las proteinas quinasas. Mientras que TDZD-8 es un inhibidor no competitivo con el

ATP frente a la quinasa GSK3.
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Figura 4.12. Efecto de diferentes inhibidores en la actividad quinasa de la
proteina humana VRKI1. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 ug de la proteina
recombinante GST-VRKI1 frente a 10 inhibidores a una concentracion de 100 uM vy
utilizando 2 pg de la proteina GST-p53 como sustrato de fosforilacion. B. Representacion
grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se
obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.

En la figura 4.13. se puede observar como los inhibidores RO-31-8220, el
Inhibidor de la Cdkl y AZD-7762 provocan un efecto de inhibicion mayor del 50
% sobre la actividad quinasa de VRK2A. Como ya se dijo anteriormente, RO-31-
8220 es un inhibidor de las quinasas PKC y AZD-7768, es un inhibidor de las
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quinasas CHK1/2. Los tres son inhibidores competitivos por el sitio de union al

ATP.

p53 po3
GST-VRK2A GST-VRK2A
iy :
q 2 - o © o O
v S % £ g & 8 B
S @ R N® L2 Q@ 8 A )
8 2 28 ¥ X
[ I = B ] = % N X Q
+ T O F F X OO 1 O w < > 0o O
[ wwa-- | [ = |GST-VRKA
Lo | C=e ==
32P 32P
I [ aswsm == |asT-VRK2A
Coomassie Coomassie
M Autofosforilacion VRK2A B Autofosforilacion VRK2A
ui 1 1
m Fosforilacio 3
S 140 osforilacion pS § 140,  mFosboriacion ps3
%1,20— 5120’
5 1,001 :§ 1,007
8 0,80 S 080
£ 0,60 5050,
2 0,401 © 040
© °
3 0,20 g 0207
Z 0,00 - 3 2 g 8 8 - Z 00075 2 8 8 R
E QA \ 8§ ® B E 5 K 9 K ©
§ 8 R =2 E S g &% %o
"R EES TEET 23
? 3 H] 0]
3 &

Figura 4.13. Efecto de diferentes inhibidores en la actividad quinasa de la
proteina humana VRK2A. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de la proteina
recombinante GST-VRK2A frente a 10 inhibidores a una concentracion de 100 uM y
utilizando 2 pg de la proteina GST-p53 como sustrato de fosforilacion. B. Representacion
grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se
obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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En la figura 4.14. se puede observar como so6lo el compuesto AZD-7762
(inhibidor de las quinasas CHK1/2) provoca un efecto de inhibicién mayor del 50

% sobre la actividad quinasa de VRK2B.
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Figura 4.14. Efecto de diferentes inhibidores en la actividad quinasa de la
proteina humana VRK2B. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de la proteina
recombinante GST-VRK2B frente a 10 inhibidores a una concentracion de 100 puM y
utilizando 2 pg de la proteina GST-p53 como sustrato de fosforilacion. B. Representacion
grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se
obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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Ademas de los anteriores inhibidores, se probd otro compuesto mas, la
Roscovitina, un inhibidor potente y selectivo de las Cdks y competitivo por el sitio
de unioén al ATP. En la figura 4.15 se muestran los ensayos quinasa in vitro frente a
diferentes concentraciones de Roscovitina, ya que con este compuesto se habian
obtenido resultados positivos en nuestro grupo de investigacion utilizando un

sustrato diferente (histona H3).
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Figura 4.15. Sensibilidad de VRK2A frente al inhibidor Roscovitina. A.
Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de las proteinas recombinante GST-VRK1, GST-
VRK2A y GST-VRK2B frente a diferentes concentraciones del inhibidor Roscovitina.
Como sustrato de fosforilacion se utilizé 2 pg de GST-p53. B. Representacion grafica de la
cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se obtuvieron
realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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Como se puede observar, VRK2A fue mas sensible a Roscovitina, mientras
que VRK1 y VRK2B s6lo muestran inhibicion a una concentracion de 500 pM.
Una vez realizados los ensayos quinasa con las diferentes concentraciones de
roscovitina y cuantificada la cantidad de fosfato incorporado, se obtuvo la recta de
regresion lineal (Figura 4.16.) y un valor de ICsy de 35,38 £ 1,3 pM para la
autofosforilacion de VRK2A y de 2,13 £ 1,08 uM para fosforilacion del sustrato
p53 (Tabla 4.2).

1.2 B Autofosforilacion VRK2A
#® Fosforilacion p53

1,0

y =-0,359x + 1,0556

0,8 | R? = 0,9085

y = -0,2265x +0,9842

Nivel de fosforilacion relativa

0,6 - R?= 09474
0,4 - ¢
0,2 |
d
0,0 . . . . . :
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Log[]

Figura 4.16. Regresion lineal de la respuesta de inhibicion de la actividad de
VRK2A a la Roscovitina. Se indican las ecuaciones de las rectas y el coeficiente de
correlacion para cada una de ellas (R?).

IC5o (uM)
GST-VRK1 GST-VRK2A
Autofosf Fosf p53 Autofosf Fosf p53

Roscovitina 35,38+1,30 2,13+1,08

Tabla 4.2. Sensibilidad de las proteinas humanas VRK1 y VRK2A a la
Roscovitina. Se indican los valores de ICs junto con su desviacion estandar (£ SD). El
simbolo “—“hace referencia a que la actividad quinasa no se ve afectada o la inhibicion es
muy débil. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su
desviacion tipica.
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4.2.3. Inhibidores comerciales frente a BIR con H3 y p53 como

sustratos.

Por ultimo se realizé el mismo panel de inhibidores para la quinasa viral
B1R, comprobandose que ninguno de estos 5 compuestos probados provoco efecto

de inhibicion ni a la concentracion tan elevada de 100 uM (Figura 4.17).

GST-B1R
c 8 8
3z _ 88 3
L = £
2 0k 58 ¢

[E=—— - — ——|GST-BRR
Coomassie

Figura 4.17. Efecto de inhibidores en la actividad quinasa de la proteina viral
B1R. Ensayo quinasa in vitro con 2 pg de las proteinas recombinantes GST-BIR frente a 5
inhibidores a una concentracion de 100 pM y utilizando 1 pg de la histona H3
recombinante y 2 ug de GST p53 como sustratos de fosforilacion.
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4.3. Estudio de la sensibilidad a diferentes metales de la familia

de quinasas VRK y B1R.

Se realizé un estudio similar al descrito en el apartado 4.2., pero en este
caso se probo el efecto que provocaron una serie de metales sobre la actividad

quinasa de las diferentes VRKs y BI1R.

4.3.1. Ambientales y ocupacionales.

En este primer bloque, se estudiaron los siguientes metales: cadmio,
cobalto, cobre, mercurio y plomo.

Se realizaron ensayos quinasa in vitro con las proteinas recombinantes
humanas VRK1, VRK2A, VRK2B y con la proteina viral BIR fusionadas al
epitopo GST y se determind el efecto de dichos metales en base a la actividad de
autofosforilacion de las quinasas y de fosforilacion de dos sustratos diferentes, la
histona H3 recombinante comercial o el supresor de tumores p53 fusionado a GST.

Para una primera aproximacion, se fijo una concentracion de 100 uM para
todos los metales, para ver si el comportamiento era similar o variable entre las
diferentes proteinas humanas VRK.

VRK1 fue sensible al cadmio, cobre y mercurio con un porcentaje de
inhibicion de la actividad quinasa para la autofosforilacion de 92, 98 y 96 %
respectivamente (los valores para la fosforilacion de cada uno de los sustratos
siguen unos patrones muy similares a la autofosforilacion) (Figura 4.18.; Tabla
4.3)).

VRK2A solamente fue sensible al cadmio y mercurio, y en menor medida
que la VRK1, con unos porcentajes de inhibicion de la autofosforilacion de 72 y 24

% respectivamente (Figura 4.18.; Tabla 4.3.).
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Por ultimo, VRK2B, sélo fue ligeramente inhibida por el cadmio, con un

39 % de inhibicion de la autofosforilacion (Figura 4.18.; Tabla 4.3.).

H3 H3 H3
GST-p53 GST-p53 GST-p53
GST-VRK1 GST-VRK2A GST-VRK2B
+ H0 Cd* Co* Cu®* Hg* Pb* - H0 Cd> Co> Cw* Hg2* Pb2 - H,0 Cd* Co?* Cu?* Hg* Pb*
[ - - - R [ el i |CST-VRK
| ! - —l ‘ o b | - - " |GsT-ps3
(= | » -| | - owl
32P 32P 32P

| — e ) e -—-| ‘ R e == - | | — - —|GST-VRK
|-—....-.-———-——-| ‘-—---—-—-———l |-'-----|GST-;)53
|~«..._._.-.‘._.__| [aw wm w o o o ] |..._-.—--—-.|H3

Coomassie Coomassie Coomassie

B Autofpsforilacion VRK2A ¥ Autofosforilacion VRK2B

B Autofosforilacion VRK1 = Fosforilacion p53 1,81 m Fosforilacion p53
8181  HFosforilacion p53 o 8 = Fosforilacion H3 161  WFoshriacién H3
S 167  mFosforilacion H3 £ 8] S 14
5 [ 2 121
g 127 s "2 S 1]
2 104 8 17 8
S H T 08
% 081 el 2 05
'; 0,6 L 06 e
S 041 8041 $ 04
2 021 So2 202
Z o Z o o

©  Cd* Co?* Cu?* Hg» Pb?* - Cd* Co» Cu* Hg?* pp2 = Cd* Co* Cu Hg* PR

Figura 4.18. Efecto de metales en la actividad quinasa de las proteinas VRK
humanas. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 ug de las proteinas recombinante GST-VRK1,
GST-VRK2A y GST-VRK2B frente a una concentracion 100 uM de diferentes metales.
Como sustratos de fosforilacion se utilizé 2 pg de GST-p53 y 1 pg de H3 recombinante. B.
Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la proteina y los sustratos.
Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.

109



RESULTADOS

En la Tabla 4.3. se muestran los porcentajes de inhibicion de las proteinas
humanas VRK tanto para la autofosforilacion de las mismas, como para la
fosforilacion de los dos sustratos utilizados, provocados por la accion de los

metales que tuvieron algun efecto a la concentracion de 100 pM..

% INHIBICION

Cadmio Cobre Mercurio

98 +3 96 £ 3

Autofosforilacion 92+ 8

VRK1  Fosforilacion p53 BERIESY SN Y. 5} 90+ 8

Fosforilacion H3 79+9 82+16 89+11

Autofosforilacion 72 +7 o 24 +1
VRK2A Fosforilacién M 15 + 25 = 11+13

Fosforilacion H3 58 + 15 o 14 £ 14

Autofosforilacion BRI I = 24 £ 5
VRK2B Fosforilacién p53 BELES V| - -

Fosforilacion H3 1+11 7+9

Tabla 4.3. Porcentajes de inhibicion de la actividad quinasa de las VRKSs
frente a los diferentes metales. El simbolo “—“hace referencia a que la actividad quinasa
no se ve afectada o la inhibicién es muy débil. Los datos se obtuvieron realizando la media
de tres experimentos con su desviacion tipica.

Una vez determinada la sensibilidad a una concentracion elevada y fija, se
estudiaron mas detalladamente los metales que parecian tener algun efecto a la
concentracion de 100 pM.

Para ello, se realizaron curvas de dosis de concentracién de cada uno de los

compuestos que presentaron inhibicion, en un rango de concentraciones en el que
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la respuesta fuese lineal, para poder asi determinar los valores de ICsg
(concentracion de inhibidor a la cual la actividad quinasa disminuye a la mitad).

En el caso de la VRKI se realizaron ensayos quinasa de curvas de
concentracion para el cadmio, cobre y mercurio en un rango de concentracion de
entre 1 y 100 uM.

En la figura 19 se muestra el efecto del cadmio sobre la actividad quinasa
de la proteina VRK1, observandose como a partir de la concentracion de 50 uM de
cadmio existe una clara inhibiciéon de la misma, tanto para la autofosforilacion

como para la fosforilacion de los dos sustratos utilizados.
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GST-VRK1 1,60 m Fosforilacion p53
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Coomassie
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Figura 4.19. Sensibilidad de VRK1 frente al cadmio. A. Ensayos quinasa in
vitro con 2 ug de la proteina recombinante GST-VRKI1 frente a diferentes concentraciones
de cadmio. Como sustratos de fosforilacion se utilizo 1 pg de histona H3 recombinante y 2
pg de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la
proteina y los sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos
con su desviacion tipica.
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Una vez realizados los ensayos quinasa con las diferentes concentraciones
de cadmio y cuantificada la cantidad de fosfato incorporado, se obtuvo la recta de
regresion lineal (Figura 4.20.) y un valor de ICso de 22,02 + 1,44 uM para la
autofosforilacién y de 27,22 £ 1,07 uM para fosforilacion del sustrato p53 y de
34,85 + 1,20 uM para la fosforilacion de la histona H3 (Tabla 4.4.).

Cadmio B Autofosforiacion VRK1

@ Fosforilacion p53

14 A Fosforilacion H3

y=-0,5069x + 1,1807
R? =0,7214
y=-0,3538x + 1,0077
R? =0,9755
y=-0,3607x + 1,0227
R? =0,6894

Nivel de fosforilacion relativa

25

Log[]
Figura 4.20. Regresion lineal de la respuesta de inhibicion de la actividad de
VRK1 debida al cadmio.

En la figura 4.21 se muestra el efecto del cobre sobre la actividad quinasa
de la proteina VRK1, observandose como a partir de la concentracion de 10 uM de
cobre existe una clara inhibicion de la misma, tanto para la autofosforilacion como
para la fosforilacion de los dos sustratos utilizados (Figura 4.21.A/B. Se obtuvo la
recta de regresion lineal (Figura 4.21.C.) y un valor de ICso de 6,86 = 1,16 uM para
la autofosforilacion y de 8,67 + 1,18 uM para fosforilacion del sustrato p53 y de
42,37 + 1,16 uM para la fosforilacion de la histona H3 (Tabla 4.4.).
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Figura 4.21. Sensibilidad de VRKI1 frente al cobre. A. Ensayos quinasa in vitro
con 2 ng de la proteina recombinante GST-VRKI frente a diferentes concentraciones de
cadmio. Como sustratos de fosforilacion se utilizé 1 pg de histona H3 recombinante y 2 pg
de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la
proteina y los sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos
con su desviacion tipica. C. Regresion lineal de la inhibicion de VRK1 por cobre.
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En la figura 4.22 se muestra el efecto del mercurio sobre la actividad
quinasa de la proteina VRK1, observandose como a partir de la concentracion de
10 uM de mercurio existe una clara inhibicion de la misma, tanto para la

autofosforilacién como para la fosforilacion de los dos sustratos utilizados.
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GST-VRK1 _g 12 H Fosforilacion p53
HgCl, (uM) % ’ 1 Fosforilacion H3
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Figura 4.22. Sensibilidad de VRKI1 frente al mercurio. A. Ensayos quinasa in
vitro con 2 pg de la proteina recombinante GST-VRKI frente a diferentes concentraciones
de cadmio. Como sustratos de fosforilacion se utilizé 1 pg de histona H3 recombinante y 2
pg de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la
proteina y los sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos
con su desviacion tipica.

Se obtuvo la recta de regresion lineal (Figura 4.23.) y un valor de ICs, de
4,89 + 1,29 uM para la autofosforilacion y de 23,03 + 1,25 pM para fosforilacion
del sustrato p53 y de 12,33 + 1,24 uM para la fosforilacion de la histona H3 (Tabla
4.4).
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Mercurio m Autofosforiladon VRK1
& Fosforilacion p53
A Fosforilacion H3

y=-0,4778x + 00,8294
R%=0,8235
y=-0,4167x + 1,0677
R2=0,8267
y =-0,535x + 1,0837

Rz =0,8894

Nivel de fosforilacion relativa
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Figura 4.23. Regresion lineal de la respuesta de inhibicién de la actividad de
VRK1 debida al mercurio.

En el caso de la VRK2A se realizaron ensayos quinasa de curvas de
concentracion para los dos metales que provocaron inhibicion a la concentracion de
100 pM, que como se puede ver en la figura 4.18 y en la tabla 4.3., fueron el
cadmio y en menor medida el mercurio. Se probaron en un rango de concentracion
de entre 1 y 100 pM.

En la figura 4.24.A/B se muestra el efecto del cadmio sobre la actividad
quinasa de la proteina VRK2A, observandose como a partir de la concentracion de
50 pM de cadmio existe una ligera inhibicion de la misma, tanto para la
autofosforilacion como para la fosforilacion de los dos sustratos utilizados. Se
obtuvo la recta de regresion lineal (Figura 4.24.C.) y un valor de ICs, de 150,60 +
1,24 uM para la autofosforilacion, pero tanto para la fosforilacion del sustrato p53
como de la histona H3 son necesarias cantidades muy elevadas del metal para

alcanzar el 50 % de inhibicion de la actividad quinasa de VRK2A (Tabla 4.4.).
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Figura 4.24. Sensibilidad de VRK2A frente al cadmio. A. Ensayos quinasa in
vitro con 2 pg de la proteina recombinante GST-VRK2A frente a diferentes
concentraciones de cadmio. Como sustratos de fosforilacion se utilizé 1 pg de histona H3
recombinante y 2 ug de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato
incorporado por la proteina y los sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de
tres experimentos con su desviacion tipica. C. Regresion lineal de la respuesta de
inhibicion de la actividad de VRK2A debida al cadmio.
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En la figura 4.25. se muestra el efecto del mercurio sobre la actividad
quinasa de la proteina VRK2A, observandose como la inhibicion de la misma
debida a este metal es muy pequena, tanto para la autofosforilacion como para la

fosforilacion de los dos sustratos utilizados.
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Figura 4.25. Sensibilidad de VRK2A frente al mercurio. A. Ensayos quinasa in
vitro con 2 pg de la proteina recombinante GST-VRKI frente a diferentes concentraciones
de cadmio. Como sustratos de fosforilacion se utilizo 1 pg de histona H3 recombinante y 2
png de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la
proteina y los sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos
con su desviacion tipica.

Se obtuvo la recta de regresion lineal (Figura 4.26.) y un valor de ICs, de
153,74 + 1,17 uM para la autofosforilacion pero tanto para la fosforilacion del
sustrato p53 como de la histona H3 son necesarias cantidades muy elevadas del
metal para alcanzar el 50 % de inhibicion de la actividad quinasa de VRK2A

(Tabla 4.4.).
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Figura 4.26. Regresion lineal de la respuesta de inhibicién de la actividad de
VRK2A debida al mercurio.

VRK1

Autofosforilacion

Fosforilacion p53

VRK2A

Fosforilacion H3

Autofosforilacion

Fosforilacion pS3

Fosforilacion H3

Cadmio Mercurio

22,02+1,44 686+1,16 4,89 +1,29

27,22 £1,07 8,67+1,18  23,03+1,25
3485+1,20 42,37+1,16 12,33+1,24

150,60 + 1,24 - 153,74 £ 1,17

3505+ 1,12 - .

Tabla 4.4. Sensibilidad de las proteinas humanas VRK1 y VRK2A a
diferentes metales. Se indican los valores de ICs, junto con su desviacion estandar (£ SD).
El simbolo “—hace referencia a que la actividad quinasa no se ve afectada o la inhibicion
es muy débil. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su

desviacion tipica.
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Por ultimo, se realizaron ensayos quinasa in vitro con la proteina viral BIR
fusionada al epitopo GST y se determiné el efecto de dichos metales en base
solamente a la actividad de fosforilacion de dos sustratos diferentes, la histona H3
recombinante comercial o el supresor de tumores p53 fusionado a GST, debido a la
poca actividad de autofosforilacion que B1R presenta.

Para una primera aproximacion, se fijo una concentracion de 100 uM para
los metales y se observo que BIR siguid un patron similar a VRK1, siendo inhibida

por el cadmio, cobre y mercurio (Tabla 4.5. y Figura 4.27.).

% INHIBICION

Cadmio Cobre Mercurio

INNOVIENO R 69 +11 705 82 +4

BIR Fosforilacion H3 50 £21 65+ 14 64 + 21

Tabla 4.5. Porcentajes de inhibicion de la actividad quinasa de las BIR frente
a diferentes metales. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con
su desviacion tipica.
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Figura 4.27. Efecto de metales en la actividad quinasa de la proteina BIR. A.
Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de la proteinas recombinante GST-BIR frente a una
concentracion 100 pM de diferentes metales. Como sustratos de fosforilacion se utilizd 2
pg de GST-p53 y 1 pg de H3 recombinante. B. Representacion grafica de la cantidad de
fosfato incorporado por los sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres
experimentos con su desviacion tipica.

Se realizaron curvas de dosis de concentraciéon de cada uno de los
compuestos que presentaron inhibicioén, en un rango de concentraciones en el que
la respuesta fuese lineal, entre 1 y 100 uM, para el cadmio, cobre y mercurio.

En la figura 4.28 se muestra el efecto del cadmio sobre la actividad quinasa
de la proteina B1R, observandose como para la fosforilacion del sustrato p53 a
partir de una concentracion 50 uM de cadmio existe una inhibicion de la misma, de
aproximadamente el 50 %. Sin embargo, la fosforilacion de la histona H3 no
parece verse afectada por dicho metal. Se obtuvo la recta de regresion lineal
(Figura 4.28.C) y un valor de 1Csy de 48,5 + 1,17 pM para la fosforilacion del
sustrato p53 pero para la fosforilacion de la histona H3 son necesarias cantidades
muy elevadas del metal para alcanzar el 50 % de inhibicién de la actividad quinasa

de BIR (Tabla 4.6.).
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Figura 4.28. Sensibilidad de BIR frente al cadmio. A. Ensayos quinasa in vitro
con 2 pg de la proteina recombinante GST-BIR frente a diferentes concentraciones de
cadmio. Como sustratos de fosforilacion se utilizo 1 pg de histona H3 recombinante y 2 pg
de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por los
sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su
desviacion tipica. C. Regresion lineal de la respuesta de inhibicion de la actividad de BIR
debida al cadmio.
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En la figura 4.29 se muestra el efecto del cobre sobre la actividad quinasa
de la proteina B1R, observandose como tanto para la fosforilacion del sustrato p53
como para la fosforilacion de la histona H3, hay una alta inhibicion incluso a la

concentracion probada mas pequefia (1 pM) del metal.
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CuCl, (M) % m Fosforilacién p53
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Figura 4.29. Sensibilidad de BIR frente al cobre. A. Ensayos quinasa in vitro
con 2 pg de la proteina recombinante GST-BIR frente a diferentes concentraciones de
cobre. Como sustratos de fosforilacion se utilizd 1 pg de histona H3 recombinante y 2 pg
de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por los
sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su
desviacion tipica.

Se obtuvo la recta de regresion lineal (Figura 4.30) y un valor de 1Csy de
0,089 + 1,06 uM para la fosforilacién del sustrato p53 y de 0,015 + 1,03 uM para
la fosforilacion de la histona H3 por parte de la quinasa viral BIR (Tabla 4.6.).
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Figura 4.30. Regresion lineal de la respuesta de inhibicién de la actividad de
B1R debida al cobre.

En la figura 4.31 se muestra el efecto del mercurio sobre la actividad
quinasa de la proteina B1R, observandose como tanto para la fosforilacion del
sustrato p53 como para la fosforilacion de la histona H3, existe una alta inhibicion
incluso a concentraciones pequeias del metal, aunque algo mayores que con el
cobre. Se obtuvo la recta de regresion lineal (Figura 4.31.C) y un valor de ICs, de
5,95 £ 1,15 uM para la fosforilacion del sustrato p53 y de 7,60 = 1,13 uM para la
fosforilacion de la histona H3 por parte de la quinasa viral BIR (Tabla 4.6.).
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Figura 4.31. Sensibilidad de BI1R frente al mercurio. A. Ensayos quinasa in
vitro con 2 pg de la proteina recombinante GST-BIR frente a diferentes concentraciones de
mercurio. Como sustratos de fosforilacion se utilizo 1 pg de histona H3 recombinante y 2
pug de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por los
sustratos. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su
desviacion tipica. C. Regresion lineal de la respuesta de inhibicion de la actividad de BIR
debida al mercurio.
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Cadmio Mercurio

I PRIV 48,50 = 1,17 0,089+ 1,06  5,95+1,15

L Fosforilacion H3 = 0,015 +1,03 7,60 +1,13

Tabla 4.6. Sensibilidad de las proteinas humanas VRK1 y VRK2A a
diferentes metales. Se indican los valores de ICs junto con su desviacion estandar (+ SD).
El simbolo “—hace referencia a que la actividad quinasa no se ve afectada o la inhibicién
es muy débil. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su
desviacion tipica.

4.3.2. Litio

Se realizaron ensayos quinasa in vitro con las proteinas recombinantes
humanas VRK1, VRK2A y VRK2B fusionadas al epitopo GST y se determiné el
efecto de litio en base a la actividad de autofosforilacion de las quinasas y de
fosforilacion del sustrato supresor de tumores p53 fusionado a GST.

Se probaron concentraciones milimolares, en un intervalo de 10 a 500 mM,
para ver si el comportamiento era similar o variable entre las diferentes proteinas
humanas VRK.

A la vista de los resultados que se muestran en la figura 32, se observd que
ninguna de las 3 proteinas VRK se vieron afectadas por la utilizacion de litio, ni en
lo que se refiere a la capacidad de autofosforilacion de las mismas ni la capacidad
de fosforilar al sustrato p53. Tan s6lo VRK2A, a la concentracion mas alta

utilizada (500 mM) presentaba una ligera inhibicion (aproximadamente del 20 %).
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Figura 4.32. Efecto del litio en la actividad quinasa de las proteinas VRK
humanas. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de las proteinas recombinantes GST-
VRKI1, GST-VRK2A y GST-VRK2B frente a diferentes concentraciones de litio y
utilizando 2 pg de GST-p53 como sustrato de fosforilacion. B. Representacion grafica de la
cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se obtuvieron
realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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4.3.3. Zinc

Se realizaron ensayos quinasa in vitro con las proteinas recombinantes
humanas VRK1, VRK2A y VRK2B fusionadas al epitopo GST y se determind el
efecto del zinc en base a la actividad de autofosforilacion de las quinasas y de la
fosforilacion del sustrato supresor de tumores p53 fusionado a GST.

Se probaron concentraciones micromolares, en un amplio intervalo de 0,05
a 10000 puM, para ver si el comportamiento era similar o variable entre las
diferentes proteinas humanas VRK.

Como se puede observar el la figura 4.33., existen diferencias segun la
VRK de la que se trate.

VRK1 presenta una inhibicion de su actividad quinasa a partir de 100 uM,
alcanzandose un 50 % de inhibicion de la autofosforilacion de la enzima en el
punto 100 uM. Pero esta es una concentracion demasiado alta ya que el zinc parece
afectar a la estructura de la enzima (como se puede observar el Coomassie de la
figura 4.33.A) en las concentraciones mas altas utilizadas. En cuanto a lo que se
refiere a la fosforilacion del sustrato, se observa un aumento de la actividad quinasa
en las concentraciones centrales probadas, y tanto en las concentraciones mas
pequeias como en las mayores, parece haber una ligera inhibicion. En este caso,
observando el Coomassie, se ve que la estructura de p53 parece no estar afectada,
si bien es cierto que al estar afectada la proteina VRK1, puede que ya no sea capaz
de fosforilar al sustrato.

VRK2A y VRK2B resultaron ser menos sensibles al zinc, ya que la
autofosforilacion no se ve inhibida hasta las concentraciones mas altas, en las
cuales parece estar afectada la estructura de la enzima (como se puede observar los
Coomassies de la figura 4.33.A). En cuanto a la fosforilacion del sustrato, siguié un
perfil similar al caso anterior, con una pequeiia subida de la actividad quinasa en

las concentraciones centrales y después una disminucion de la misma.

127



RESULTADOS

p53
GST-VRK1
ZnCl, (M)

0,05 10 50 100 5000 10000
| . ———

o
[2]
=
a

|GsT-VRK1
(= |5

2p
[ e s |GST-VRK1

=== s

Coomassie

p53
GST-VRK2A
ZnCl, (uM)

- O 005 10 50 100 5000 10000
Cos e sr-vrica

™ B 53

2p

] ~ | |esT-vrRKa2A

[

Coomassie

p53
GST-VRK2B

ZnCly(uM)

- H,0 0,05 10 50 5000 100 10000

[ ——
s enem .mm |53

2p

[ |GsT-VRK1

e —— |p53

Coomassie

Nivel de fosforilacion relativa

Nivel de fosforilacion relativa

Nivel de fosforilacion relativa

1.8

©w
[=]

N
[$)]
|

2,01
1,5
1,0

0,51

o
I

oo homwoNvhr®

000022 23 aNNNN
ot

W Autofosforilacion VRK1
M Fosforilacion p53

005 10 50 100 5000 10000
Zinc (uM)

mAutofosforilacion VRK2A
M Fosforilacion p53

0,05 10 50 100 5000 10000
Zinc (M)

Control

M Autofosforilacion VRK2B
M Fosforilacion p53

005 10 50 100 5000 10000
Zinc (uM)

£
5
o

Figura 4.33. Efecto del zinc en la actividad quinasa de las proteinas VRK
humanas. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de las proteinas recombinantes GST-
VRKI1, GST-VRK2A y GST-VRK2B frente a diferentes concentraciones de zinc y
utilizando 2 pg de GST-p53 como sustrato de fosforilacion. B. Representacion grafica de la
cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se obtuvieron
realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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4.4. Combinaciones de inhibidores con metales.

A continuacién se probaron algunos de los inhibidores testados en el
apartado 4.3.1 con alguno de los metales utilizados en el apartado 4.3.2. para
comprobar si con la combinacion de ambos se conseguian mejores resultados que

con la utilizacion de cada compuesto por separado.

4.4.1. Cadmio

Como ya vimos anteriormente, el cadmio provocaba un efecto de
inhibicién tanto en la VRK1 como en la VRK2A, aunque en diferente medida,
siendo mas efectiva la inhibicion de la actividad quinasa sobre la VRK1 (con una
IC5p de 22,02 + 1,44 uM) que sobre VRK2A (con una ICsy de 150,60 + 1,24 pM).

Sin embargo, se realizaron ensayos quinasa in vitro con la proteina
VRK2A, ya que resultod ser mas sensible a diferentes inhibidores y también lo es al
cadmio, para ver si se obtenia una potenciacion de la inhibicion de la actividad
quinasa con la combinacion de ambos. Para ello se eligieron 5 compuestos de los
que se habia obtenido un efecto inhibitorio (RO-31-220, Inhibidor de la Cdkl,
AZD-7762, 1C261 y Roscovitina) y uno mas (Oxindol 1) que no provoco efecto
inbitorio sobre la VRK2A.

Se utilizaron concentraciones de inhibidores menores a los valores de ICsy,
tanto para el metal (el valor de ICsqes de 150,60 = 1,24 uM como se muestra en la
tabla 4.4. y la concentracion utilizada en este caso es de tan so6lo 25 uM) y para los
diferentes inhibidores (los valores de ICs, estan en el intervalo de 11 a 40 uM y la

concentracion utilizada en este caso es de tan s6lo 5 uM).
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Como se puede observar en la figura 4.34., la inhibicion provocada por la
combinacion de metal con inhibidor era mayor que la alcanzada por cada uno de

los compuestos por separado.
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Figura 4.34. Sensibilidad de VRK2A frente a la combinacién de diferentes
inhibidores con el cadmio. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de la proteina
recombinante GST-VRK2A frente a una concentracion de 25 pM de cadmio y 5 uM de
los diferentes inhibidores. Como sustrato de fosforilacion se utilizé 2 pg de GST-p53. B.
Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato.
Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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En la tabla 4.7. se muestran los porcentajes de inhibicion de la actividad
quinasa de la VRK2A, para el compuesto inhibidor como para la combinacion de
dicho compuesto con el cadmio. Se observa un ligero aumento de la inhibicion

cuando se utiliza la combinacion.

% INHIBICION

Inhibidor Inhibidor + Cd

RO-31-220 107 41+6
Inhibidor Cdk1 66 + 6 74+£7
Oxindol 1 1,0 £0,5 19+18
AZD-7762 0+1 11+ 14
1C261 53+1 63 +2

Tabla 4.7. Porcentajes de inhibiciéon de la actividad quinasa de VRK2A
debido a diferentes inhibidores utilizados individualmente o en combinacion con el
metal cadmio. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su
desviacion tipica.
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4.4.2. Litio

Otro de los metales probados para las combinaciones fue el litio, a pesar de
que no se obtuvieron resultados de inhibicion de la actividad quinasa sobre ninguna
de las VRKs. En este caso la quinasa utilizada fue la VRK1.

En cuanto a los inhibidores probados fueron: 1C261, PP1, Indirubin-3-
monoxima y Roscovitina. De estos, tan s6lo el compuesto 1C261 fue capaz de
provocar un efecto inhibitorio sobre la actividad quinasa de VRK1, con un valor de
ICsode 121,39 £1,05 uM, como ya vimos anteriormente.

Las concentraciones probadas en las combinaciones fueron de 1 y 50 mM
para el litio y de 10, 50 y 100 uM para los diferentes inhibidores.

En el caso del inhibidor IC261, se obtuvo un 49 + 23 % de inhibicion de la
actividad quinasa de VRK1 cuando se utilizo la combinacion de 10 uM de 1C261
mas 50 mM de litio. Y se observd, que cuando la cantidad de litio era menor (1
mM), era necesario aumentar la cantidad de IC261 hasta 50 uM para conseguir la

misma inhibicion de la actividad quinasa de VRK1 (Tabla 4.8.; Figura 4.35.)

% INHIBICION

Li=1mM Li=50 mM
2610 49 +23
60 £4 73+13
72£9 68 +22

Tabla 4.8. Porcentajes de inhibicion de la actividad quinasa de VRKI1. Datos
de las diferentes combinaciones a diferentes concentraciones de IC261 y litio. Los datos se
obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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Figura 4.35. Sensibilidad de VRKI1 frente a la combinacién de IC261 con litio.
A. Ensayos quinasa in vitro con 2 ug de la proteina recombinante GST-VRKI1 frente a una
concentracion de 1 y 10 mM de litio y 10, 50 y 100 uM de IC261. Como sustrato de
fosforilacion se utilizd6 2 pg de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de
fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se obtuvieron realizando la
media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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En el caso del inhibidor PP1, se obtuvo un 47 + 7 % de inhibicion de la
actividad quinasa de VRKI1 cuando se utilizé la combinacion de 10 uM de PP1
mas 50 mM de litio. Y se observo, que cuando la cantidad de litio era menor (1
mM), era necesario aumentar la cantidad de PP1 hasta 50 uM para conseguir la

misma inhibicién de la actividad quinasa de VRK1 (Figura 4.36.; Tabla 4.9.).
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PP1 (UM PP1 (uM
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Figura 4.36. Sensibilidad de VRK1 frente a la combinacion de PP1 con litio.
A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pug de la proteina recombinante GST-VRKI1 frente a una
concentracion de 1 y 10 mM de litio y 10, 50 y 100 pM de PP1. Como sustrato de
fosforilacion se utilizd 2 pg de GST-p53. B. Representacion grafica de la cantidad de
fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se obtuvieron realizando la
media de tres experimentos con su desviacion tipica.

134



RESULTADOS

% INHIBICION
Li=1 mM Li=50 mM

25+ 15 47 +7

55+17 54+8

64 £ 12 50 + 14

Tabla 4.9. Porcentajes de inhibicion de la actividad quinasa de VRKI1. Datos
de las diferentes combinaciones a diferentes concentraciones de PP1 y litio. Los datos se
obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.

Con el inhibidor Indirubin-3-monoxima, se obtuvo un resultado de
inhibicion de la actividad quinasa de VRK1 similar, independientemente de que se
aumentara la cantidad de litio. En ambos casos, fue necesario utilizar una
concentracion de 50 uM de Indirubin-3-monoxima, tanto para 50 como para | mM

de litio, para conseguir una inhibicion del 50 % (Tabla 4.10; Figura 4.37.).

% INHIBICION
Li=1mM Li=50 mM

10 pM 40+ 7 36+18

Indirubin 50 pM 46 + 12 49 £+ 15

100 pM 65+11 44 + 21

Tabla 4.10. Porcentajes de inhibicion de la actividad quinasa de VRKI. Datos
de las diferentes combinaciones a diferentes concentraciones de Indirubin-3-monoxima y
litio. Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion
tipica.
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Figura 4.37. Sensibilidad de VRKI1 frente a la combinacién de Indirubin-3-
monoxima con litio. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de la proteina recombinante
GST-VRKI frente a una concentracion de 1 y 10 mM de litio y 10, 50 y 100 uM de
Indirubin-3-monoxima. Como sustrato de fosforilacion se utilizé6 2 pg de GST-p53. B.
Representacion grafica de la cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato.
Los datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.

136



RESULTADOS

Por ultimo, con la Roscovitina, se obtuvo un resultado del 50 % de
inhibicion de la actividad quinasa de VRK1 sélo cuando la cantidad de litio fue de
50 mM. Para la concentracion menor de litio, no se consigui6 una inhibiciéon mayor
a un 40 % de inhibicion ni utilizando la concentraciéon mas alta de Roscovitina

(Tabla 11.; Figura 4.38.).
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Figura 4.38. Sensibilidad de VRKI1 frente a la combinacion de Roscovitina
con litio. A. Ensayos quinasa in vitro con 2 pg de la proteina recombinante GST-VRK1
frente a una concentracion de 1 y 10 mM de litio y 10, 50 y 100 uM de Roscovitina. Como
sustrato de fosforilacion se utilizd 2 pg de GST-p53. B. Representacion grafica de la
cantidad de fosfato incorporado por la proteina y el sustrato. Los datos se obtuvieron
realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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% INHIBICION
Li=1 mM Li =50 mM

13+12 48 £2

Roscovitina 28 +£ 16 56 =7

39+9 60 £16

Tabla 4.11. Porcentajes de inhibicién de la actividad quinasa de VRKI1. Datos
de las diferentes combinaciones a diferentes concentraciones de Roscovitina y litio. Los
datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.

4.5. Estudio cinético de VRKI1.

Los parametros cinéticos de la proteina quinasa VRKI1 se estudiaron
probando tres cofactores diferentes: magnesio, manganeso y zinc. Para los tres
sustratos empleados se obtuvieron curvas de tipo hiperboélico de Michaelis-Menten
y posteriormente se representaron utilizando la representacion de los dobles
reciprocos de Lineweaver-Burk para obtener los valores de Km y Vmax para cada

sustrato. El resumen de los datos obtenidos se puede observar en la tabla 4.12.

Cinética enzimatica
Km (mM) Vmax (UA)
Magnesio 9,38+ 2,01 0,086 + 0,010

ELECh I 2,19 + (0,53 0,428 = 0,081

Zinc 0,43+0,11 0,420 £ 0,096

Tabla 4.12. Valores de Km y Vmax para la VRKI1 con diferentes metales.
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4.5.1. Magnesio

Para el metal divalente magnesio, se obtuvo una Km de 9,38 + 2,01 mM y

una Vmax de 0,086 = 0,010 UA (Figura 4.39; Tabla 4.12).
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Figura 4.39. Variacion de la actividad quinasa de VRKI1 con la concentracion
de Magnesio. A. Curva de Michaelis-Menten. B. Representacion de Lineweaver-Burk de la

variacion de la actividad quinasa de VRK1 con la concentracion de magnesio. Los datos se
obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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4.5.2. Manganeso

Para el metal divalente manganeso, se obtuvo una Km de 2,19 £+ 0,53 mM

y una Vmax de 0,428 + 0,081 UA (Figura 4.40; Tabla 4.12).
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Figura 4.40. Variacion de la actividad quinasa de VRKI1 con la concentracion
de Manganeso. A. Curva de Michaelis-Menten. B. Representacion de Lineweaver-Burk de
la variacion de la actividad quinasa de VRK1 con la concentracion de manganeso. Los
datos se obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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4.5.3. Zinc

Para el metal divalente manganeso, se obtuvo una Km de 0,43 £ 0,11 mM

y una Vmax de 0,420 + 0,096 UA (Figura 4.41; Tabla 4.12).
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Figura 4.41. Variacion de la actividad quinasa de VRK1 con la concentracién
de Zinc. A. Curva de Michaelis-Menten. B. Representacion de Lineweaver-Burk de la
variacion de la actividad quinasa de VRKI1 con la concentracion de zinc. Los datos se
obtuvieron realizando la media de tres experimentos con su desviacion tipica.
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DISCUSION

La identificacion y la validacion de inhibidores especificos para las
proteinas humanas VRK y la proteina BIR del virus Vaccinia pueden tener
aplicaciones clinicas. El desarrollo de inhibidores especificos es una posibilidad
real y podrian resultar de gran utilidad. Ademas, como estas quinasas estan
implicadas en respuesta al dafio del ADN y a factores de crecimiento, su inhibicion
podria permitir que las células sean mas sensibles a otros tratamientos, como la
quimioterapia o irradiacion, sin tener efectos nocivos para los pacientes.

Encontrar un inhibidor selectivo de las quinasas es un gran reto. Las
proteinas quinasas son dianas terapéuticas importantes por sus papeles en las rutas
de sefializacion celular y se caracterizan, en general, por la presencia de un sitio de
union al ATP altamente conservado. (Manning et al., 2002B; Zhang et al., 2009;
Cohen, 2001; Yang et al., 2010; Bain et al., 2003; Davies et al., 2000).

El conocimiento de la selectividad de los inhibidores de quinasas es
importante para predecir e interpretar sus efectos tanto en el campo de
investigacion como en el clinico (Fedorov et al., 2007; Banham y Smith, 1992).
Ademas, una alta selectividad por la quinasa puede ser esencial para la eficacia de
los agentes terapéuticos, pero puede servir también para ser utilizado como una
herramienta para conocer el papel biologico de la quinasa (Fournier et al., 2006).

Los inhibidores competitivos por el sitio de union al ATP pueden utilizarse
para estabilizar la conformacion de las quinasas y asi poder también determinar la
estructura tridimensional de las mismas mediante cristalografia (Knight et al.,
2006; Anastassiadis et al., 2011).

Se realizaron ensayos de actividad quinasa in vitro por ser un método
econdmico, rapido y robusto, aunque la extrapolacién de estos resultados para
predecir la eficacia celular debe realizarse con cautela. La potencia de los
inhibidores competitivos por el sitio de unién al ATP en el contexto celular es

dictado no solo por la afinidad intrinseca del inhibidor de la quinasa, sino también
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por la constante de Michaelis-Menten para la union del ATP y la concentracion
celular de ATP (Kilpinin et al., 2010).

La existencia de pequenas diferencias en la secuencia de aminoacidos entre
las quinasas se pueden aprovechar para desarrollar inhibidores altamente selectivos
(Dar y Shokat, 2011). Esto podria resultar 1til para la familia de quinasas VRK ya
que presentan una serie de particularidades en su estructura y en su dominio
catalitico que las diferencia de la mayoria de las proteinas quinasas (Nichols y
Traktman, 2004).

Por tanto, el desarrollo de inhibidores especificos para la familia de
quinasas VRK podria servir para conocer mas en profundidad las funciones
biologicas de las quinasas VRK1 y VRK2, y para su posible utilizacion terapéutica,
puesto que se ha encontrado mayor expresion de VRKI1 en tejidos tumorales y
células en proliferacion (Santos et al., 2006), ademas de observarse un aumento de
la actividad de VRK1 en respuesta a diferentes tipos de dafio génico.

En este estudio se realizaron ensayos quinasa in vitro frente a una serie de
inhibidores que incluyen compuestos especificos frente a quinasas implicadas en
diferentes procesos celulares, en muchos de los cuales participan las proteinas
VRK. Un silenciamiento o expresion reducida de VRKI1 causa un bloqueo en el
progreso del ciclo celular, antes de la fase G1 (Vega et al., 2004; Valbuena et al.,
2008b) que puede ser utilizado en patologias donde la proliferacion es parte de su
patogénesis En el caso de VRK2, su silenciamiento afecta a la sefializacion
mediante MAPK, ya que VRK2 modula la transmision de sefiales de proteinas
scaffold (de apoyo estructurales), tales como JIP1 que afecta a la respuesta a
hipoxia (Blanco et al., 2007) o a citoquinas (Blanco et al., 2008), y KSR1
implicada en sefializacion oncogénica (Fernandez et al., 2010).

Debido a sus diferencias estructurales, las quinasas VRK1 y VRK2 se

describen como proteinas con un indice bajo de promiscuidad y no son sensibles a

146



DISCUSION

los inhibidores de quinasas comunes (Bain et al., 2003; Fedorov et al., 2007;
Karaman et al., 2008).

En una primera aproximacion se realizaron una serie de paneles de
inhibidores comerciales a una concentracion 100 uM. De este modo, se confirma
que tanto VRKI como VRK2, ademas de BIR, son en general poco o nada
sensibles a la mayoria de los inhibidores probados en este estudio que son
inhibidores de una gran variedad de quinasas humanas con un IC50 en el rango
nanomolar frente a sus dianas especificas. La mayoria de ellos tiene poco o ningin
efecto sobre las VRK incluso a concentraciones muy altas, por lo que no serian
adecuados para su uso in vivo. Y en segundo lugar, de los pocos inhibidores que
tienen algun efecto, aunque sea a concentraciones elevadas, existe un patrén de
respuesta de inhibicion diferente entre VRK1 y VRK2.

Posteriormente se realizaron curvas de dosis de concentracion de inhibidor
para calcular los valores de IC50 con los inhibidores que presentaban mayor efecto
para algunas de las quinasas VRK, ya que los inhibidores que a la concentracion
inicial del panel (100 pM) no mostraron inhibicién, o ésta fue muy débil, no se
estudiaron mas en profundidad, debido a que para que la inhibicion de un
compuesto “competitivo” pueda considerarse un efecto especifico y se pueda
aplicar en estudios in vivo, los valores de inhibicion deberian situarse en el rango
nanomolar, porque sino habria que utilizarlo in vivo a una concentracion que seria
demasiada alta y que probablemente resultaria toxica o con muchos efectos no
deseables para la célula.

En el primer bloque de inhibidores ensayados, se utilizd6 como sustrato a
H3. Tanto VRK1 como VRK2A fueron sensibles a 1C261, un compuesto que
inhibe a CK1 a una concentracion 6 pM (Bain et al., 2003; 2007), similar a la
inhibiciébn que nosostros observamos con VRK2A, pero no tiene efecto sobre
VRKI1. VRK2A fue también sensible al inhibidor Indirubin-3-monoxima (un
inhibidor de las Cdks) y a SP600125 (un inhibidor de la JNK quinasa), pero con
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unos valores de ICsy mayores que los obtenidos para sus quinasas especificas, ya
que nosotros observamos inhibicion in vitro a concentraciones micromolares,
lejanos de los valores descritos en la bibliografia situados en un rango nanomolar
(Bain et al., 2007; Bennett et al., 2001; Leclerc et al., 2001; Marko et al., 2001;
Perabo et al., 2006 ). También se observd que para que se pueda fosforilar el
sustrato, es necesario que la quinasa esté autofosforilada, es decir, en conformaciéon
activa, algo que ya habian visto Nichols y Traktman (2004).

En un segundo bloque, se realizaron ensayos con otro panel de inhibidores,
ya probados anteriormente en nuestro grupo de investigacion (Vazquez-Cedeira et
al., 2011), pero utilizando como sustrato a p53, para ver si se obtenian datos
similares o diferentes segiin el sustrato empleado. Los resultados observados
concuerdan con los vistos anteriormente. Se observé un efecto de inhibicion por
parte de los mismos inhibidores y también un efecto paralelo entre la
autofosforilacion de VRKI1 y la fosforilacion de p53. VRK1 es mas sensible a
estaurosporina y a su derivado, RO-31-8220, dos inhibidores de PKC. Mientras que
VRK?2 es mas sensible al inhibidor de la Cdk1 y a Roscovitina, dos inhibidores de
las Cdks. De hecho, se ha demostrado que el inhibidor de Cdkl interactia
igualmente con ambas quinasas (Scheeff et al, 2009), pero sélo inhibe la actividad
de VRK2. Otro inhibidor al que las quinasas VRK parecen mostrar algo de
sensibilidad es AZD7762, un inhibidor de CHK1/2. Este es capaz de inhibir a
VRK2, aunque con una ICsy 5 veces mayor que la requerida para la inhibicion de
CHK1/2 (Zabludoff et al., 2008; Morgan et al., 2010). Por ultimo, TDZD-8, un
inhibidor no competitivo por el sitio de uniéon al ATP y descrito como un inhibidor
selectivo para GSK3p, es capaz de inhibir a VRK1 pero no a VRK2. Se observo
que, incluso los mejores inhibidores, so6lo presentan algo de efecto a
concentraciones micromolares, en ensayos donde la concentracion de ATP es de 5
uM, lo que sugiere que tanto el sustrato como el inhibidor deben de estar a

concentraciones similares para presentar un efecto inhibitorio, lo que implicaria

148



DISCUSION

que in vivo estos inhibidores no se podrian utilizar ya que la concentracion de ATP
intracelular es tres veces mayor.

Todos los resultados en conjunto indican que a pesar de su alto grado de
similitud, VRK1 y VRK2 presentan una sensibilidad diferente a los inhibidores, lo
cual podria ser util para la discriminacion entre ambas quinasas y poder estudiar la
funcion de cada uno de los miembros de la familia VRK puesto que se podria
inhibir la actividad de una de las quinasas sin afectar a la otra.

Las diferencias detectadas en el dominio de union al ATP de las proteinas
VRK sugieren que podrian ser adecuadas para disefiar inhibidores especificos, ya
que la probabilidad de inhibicion cruzada con otras proteinas es muy baja, como se
puede observar en la puntuacion de promiscuidad donde VRK1 y VRK2 son las
quinasas con la posibilidad de tener los inhibidores mas especificos (Fedorov et al.,
2007). Esta prediccion se confirmé en un estudio experimental diferente basado en
la determinacion de la especificidad de los inhibidores comunes por las quinasas
(Karaman et al., 2008). VRK1 ha sido identificada como una quinasa sobre la que
podrian actuar farmacos en rabdomiosarcoma (Nishijo et al., 2009) y cancer de
mama (Martin et al., 2008). De este modo, los inhibidores que presentaron algiin
efecto, podrian utilizarse como modelos y proporcionar claves estructurales para
construir inhibidores especificos de VRK1 y VRK?2 con una baja promiscuidad.

El patron de inhibicion de VRK1 y VRK2 sugiere que podrian estar mas
préoximas estructuralmente a las proteinas Cdks que a otras quinasas, aunque con
grandes diferencias. Sin embargo, las altas concentraciones que se necesitan para
conseguir algo de inhibicidon sugieren que, ninguno de los inhibidores probados se
podria utilizar para inhibir las proteinas VRK en ensayos celulares, ya que se
verian afectadas muchas otras quinasas.

Por otro lado, las quinasas de organismos patégenos pueden ser una diana

util para el tratamiento de enfermedades infecciosas, ya que estas quinasas pueden
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tener caracteristicas Unicas en el sitio activo que podrian aprovecharse para el
desarrollo de inhibidores especificos.

Una de esas quinasas procedente de un organismo patéogeno es la proteina
viral BIR que tiene una autofosforilacion reducida, pero es capaz de fosforilar a
p53 en multiples residuos (Santos et al., 2004) mientras que VRKI1 (Vega et al.,
2004; Lopez-Borges v Lazo, 2000) y VRK2 (Blanco et al., 2006) fosforilan a p53
en un unico residuo, y ademas presentan una gran actividad de autofosforilacion.
En resultados obtenidos en nuestro laboratorio se observo una cierta similitud en
cuanto a la inhibicion de esta proteina con las quinasas VRK, siendo inhibida por
estaurosporina y RO 31-8220, pero también se pudo observar como el compuesto
KU55933, un inhibidor de la ATM (enzima implicada en la sefializacion frente al
dafio al ADN) no afect6 a ninguna de las proteinas VRK pero si lo hizo sobre BIR
(Véazquez-Cedeira et al., 2011). En el panel de inhibidores utilizado en este trabajo,
ningun inhibidor de los probados sobre BIR provocd efecto alguno sobre su
actividad.

Los metales son causa de toxicidad por acumulacion en células y tejidos
especificos, y su repercusion es diferente dependiendo del tipo celular, la
concentracion del metal y el tiempo de acumulacion del mismo. Muchos de los
metales que causan toxicidad son cationes divalentes, los cuales interfieren en los
procesos celulares donde intervienen este tipo de cationes, como el calcio y el
magnesio. Ademas, la toxicidad de los metales frecuentemente causa sintomas
neurologicos. Esto es de destacar, ya que tanto VRK1 como VRK2 se han asociado
con patologias neurolédgicas.

La sensibilidad a los metales de otras quinasas del quinoma humano no ha
recibido mucha atencién a pesar del gran numero de quinasas presentes en las
células de mamiferos y su posible inhibicion mediante metales. Sin embargo si

estan bien caracterizados los sindromes clinicos causados por la intoxicacion de
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metales, aunque en general no se conocen las dianas ni los mecanismos de
patogeneidad.

Las quinasas humanas VRK se han asociado a diferentes fenotipos. Se ha
demostrado que la reduccion en los niveles de VRK1 en ratones interfiere en la
meiosis causando esterilidad en machos y hembras (Wiebe et al., 2010; Schober et
al., 2011; Choi et al., 2010). Por ello, una acumulacion crénica de cadmio o
mercurio podria causar una fertilidad reducida en individuos intoxicados.

Una mutacion puntual en el gen de VRKI1 causa un sindrome
neurodegenerativo espino-cerebelar con ataxia y distrofia muscular (Renbaum et
al., 2009), lo que sugiere que VRKI1 podria tener un papel crucial en aspectos
neurologicos causados por intoxicaciones con cadmio, cobre o mercurio.

Se comprobod el efecto de algunos metales que frecuentemente causan
intoxicaciones debido a su exposicion ambiental y/o ocupacional. Para nuestro
estudio escogimos cadmio, cobalto, cobre, mercurio y plomo. En una primera
aproximacion se realizaron ensayos quinasa in vifro a una concentracion fija y
elevada de 100 uM. Los resultados obtenidos vuelven a presentar un patrén
diferente de sensibilidad entre las proteinas humanas VRK, como ya sucedi6 en el
estudio de los inhibidores comerciales. Asi, la actividad quinasa de VRKI1 fue
inhibida por el cadmio, cobre y mercurio, mientras que VRK2A fue inhibida por el
cadmio y mercurio y VRK2B solamente por el cadmio. La proteina viral BIR
siguid un patrén similar a VRK1, siendo inhibida por el cadmio, cobre y mercurio.

Tras estos resultados, se realizaron curvas de dosis de concentracion para
los metales que causaron inhibicion. Se observo que VRKI1 presenta una mayor
sensibilidad a la inhibicion por metales, ya que precisa cantidades menores para
verse afectada. Asi se comprobd que, aunque el cadmio es capaz de inhibir tanto a
VRK1 como a VRK2, lo hace de una manera mucho mas eficiente sobre VRK1,
con un ICsy en torno a 20 uM, mientras que VRK2A necesita del orden de ocho

veces mas concentracion para alcanzar el 50% de inhibicion. Algo similar ocurre
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en el caso del mercurio, donde VRK1 presenta un ICsy de aproximadamente 5 uM,
mientras que VRK?2 necesita una concentracion 30 veces mayor. Y por ultimo,
estaria el caso del cobre, que inhibe a VRK1 con un ICso de 7 um pero no causa
ningun efecto sobre VRK2. A Ia vista de los resultados obtenidos, podemos decir
que la sensibilidad a los metales es independiente de la masa atomica del metal, ya
que las VRK son sensibles a metales como cadmio, cobre y mercurio, pero no a
cobalto o plomo. Ademas, como ocurria con los inhibidores, también se observo
que para que se pueda fosforilar el sustrato, es necesario que la quinasa esté
autofosforilada (Nichols y Traktman, 2004).

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el estudio de los
inhibidores comerciales, mostrando que VRK1 y VRK2 presentan un patrén de
sensibilidad diferente, que puede ser util para la discriminaciéon entre ambas
quinasas.

Posteriormente, se estudi6é el efecto del litio sobre las proteinas VRK,
debido a su implicacion en procesos neurologicos. Este metal tiene un efecto
neuroprotector y se utiliza terapéuticamente como inhibidor de la GSK3f ya que
parece ser que esta quinasa es la principal diana en el efecto neuroprotector del litio
(Aghdam y Barger, 2007; Dunn et al., 2005; Fornai et al., 2008; Engel et al., 2006).
Este metal no provoco ningtn efecto de inhibicion sobre la actividad quinasa de las
proteinas VRK, aunque si parece potenciar ligeramente el efecto de algunos
inhibidores cuando se utilizan conjuntamente. Se estudié la combinacion del metal
con alguno de los inhibidores ensayados con la proteina VRK1 que no habian
provocado un efecto de inhibicion en la actividad de esta quinasa y se observo que,
al combinarlos con el litio, se conseguia un efecto de inhibicion del 50 % en todos
los casos probados a concentraciones de 50 pM para el inhibidor y de ImM para el
metal. Esto podria ser de utilidad, como punto de partida, para intentar buscar un

equilibrio de concentraciones entre el metal y el inhibidor, que sean efectivas en la
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inhibicion de las quinasas pero que no sean toxicas para la célula, y asi poder
aplicarlos clinicamente.

Por ultimo, se estudié el efecto del zinc sobre las VRK, ya que este
elemento traza esencial estd implicado en procesos de proliferacion y
diferenciacion celular, proliferacion de tumores, coordinacion del correcto plegado
del dominio centro de p53 in vitro, induccion de apoptosis y efectos
neurodegenerativos (MacDonald, 2000; Brown et al., 2001; Meplan et al., 2000;
Rodriguez et al., 2004; Feng et al., 2000; Lobner et al., 2000; Kondohm et al.,
2002; Seo et al., 2001). Los iones de zinc contribuyen a la estabilidad de las
proteinas y en sus funciones cataliticas mas extensamente que otros metales de
transicion (Maret, 2004; Coleman, 1992). En nuestros resultados, se observa que
solo las concentraciones mas elevadas de zinc (100 pM) provocan una inhibicion
del 50 % de la actividad quinasa de VRKI1 in vitro, pero esta concentracion
presenta el inconveniente de ser demasiado alta y ademas parece afectar a la
estructura de la proteina causando su degradacion. Ademas, entre la
autofosforilacion de la quinasa y la fosforilacion del sustrato no existe una
correlacion directa como en los ensayos quinasa probados, tanto con otros metales
como con los inhibidores. En este caso, la fosforilacion de p53 se ve afectada a las
concentraciones mas pequefias de zinc, practicamente inhibiéndose por completo,
pero al aumentar la concentraciéon esta inhibicion desaparece. En las
concentraciones superiores, se vuelve a ver reducida la fosforilacion, pero esto
puede ser debido a la posible degradacion de la proteina VRK, que ya no seria
capaz de fosforilar al sustrato. En las proteinas de unidon al ADN, como p53,
tipicamente se encuentra un motivo de dedo de zinc aunque se cree que el zinc
contribuye a la integridad estructural de la proteina sin interaccionar con el ADN
(Garvie y Wolberger, 2001). La proteina p53DBD experimenta un cambio
conformacional tras la unién de iones metalicos, como el magnesio o el zinc, que

se caracteriza por un incremento en la estabilidad de la misma (Xue et al., 2009).
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Por este motivo, tal vez, en presencia de iones de zinc, p53 presente una mayor
estabilidad o un cambio de conformacion que permita a la quinasa VRK
fosforilarlo mas eficazmente, y por ello al aumentar la concentracion del i6n,
aunque la autofosforilacion de la propia quinasa se vea disminuida, la fosforilacion
es maxima.

Las proteinas con actividad enzimatica tienen parametros cinéticos
adaptados a sus dianas o sustratos para ser sensibles a sus fluctuaciones
intracelulares en diferentes condiciones fisioldgicas, siendo este otro mecanismo de
regulacion. En este trabajo se ha estudiado la interaccion de la enzima VRKI1 con
la molécula donadora del fosfato, el nucleétido ATP y la dependencia de cationes
divalentes, con los que los nucledtidos suelen formar un complejo. Se estudi6 la
cinética de VRK1 para el ATP en presencia de diferentes concentraciones de tres
cationes divalentes (magnesio, manganeso y zinc) utilizando una concentracion fija
de ATP en ensayos de autofosforilacion de la proteina humana VRKI. En un
estudio anterior (Barcia et al., 2002), se observd que la quinasa es activa en
presencia de los cationes divalentes de magnesio, manganeso y zinc, y que VRK1
presenta una mayor afinidad por el manganeso que por el magnesio. Los datos
observados en este trabajo concuerdan con los datos de ese estudio anterior, aunque
con unos valores de Km algo superiores. Ademas se pudo comprobar que la enzima
presenta una mayor afinidad por el zinc que por el manganeso. Sin embargo, si
atendemos a los datos de la velocidad maxima de la enzima, esta es practicamente
igual para el manganeso y zinc pero de un orden casi cinco veces mayor que para el
magnesio. Atendiendo a la relacion entre la velocidad maxima (Vmax) y la afinidad
por el sustrato (Km), el zinc es cataliticamente mas eficiente que el manganeso y
este mas que el magnesio. Sin embargo, aunque el zinc es el metal de los tres
ensayados que presenta los mejores pardmetros cinéticos, no es aconsejable su
utilizacion in vivo debido a que a altas concentraciones puede causar problemas de

toxicidad.
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Las quinasas humanas VRK y la proteina viral BIR son en general poco o

nada sensibles a la mayoria de los inhibidores probados en este estudio.

VRKI1 y VRK2 presentan una sensibilidad diferente a los inhibidores
aunque los inhibidores que provocaron algin efecto lo hicieron a
concentraciones demasiado altas para ser utilizados in vivo, pero podrian

ser utiles para la discriminacion entre ambas quinasas.

BIR no fue inhibida por ninguno de los inhibidores probados en este

trabajo.

Los resultados obtenidos con los metales estudiados, vuelven a presentar
un patrén diferente de sensibilidad entre las proteinas humanas VRK. Asi,
la actividad quinasa de VRKI1 fue inhibida por el cadmio, cobre y
mercurio, mientras que VRK2A fue inhibida por el cadmio y mercurio y

VRK2B soélo por el cadmio.

La proteina viral BIR siguié un patrén similar a VRK1, siendo inhibida

por el cadmio, cobre y mercurio.

El litio no provocé ningun efecto de inhibicion sobre la actividad quinasa
de las proteinas VRK, aunque si parece potenciar ligeramente el efecto de

algunos inhibidores cuando se utilizan conjuntamente.

El zinc puede comportarse como cofactor de la enzima igual que el
magnesio o manganeso, pero a concentraciones altas puede desestabilizar a

las proteinas VRK y p53.
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ABREVIATURAS

aa: aminoacidos

ADC: ADenoCarcinoma

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

AMP: del inglés “Adenosine MonoPhosphate”

AP1: del inglés “Activator Protein 1”

ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATF: del inglés “Activating Transcription Factor”
ATEF2: del inglés “Activating Transcription Factor 2”
ATM: del inglés “Ataxia—Telangiectasia Mutated”
ATP: adenosin trifosfato

ATP: del inglés “Adenosine TriPhosfate”

BAF: del ingles “Barrier to Autointegration Factor”
BSA:del inglés “Bovine Serum Albumin”

CDK: del ingles “Cyclin-Dependent Kinase”

CHK1/2: del inglés “Checkpoint kinase 1/2”

CHK1: del inglés “CHeckpoint Kinase 17

CK1: del inglés “Casein Kinase 1”

CKI: del inglés “Casein Kinase I”

COX: ciclooxigenasa

CREB: del inglés “c-AMP-Response Element Binding”
DBD: del inglés.”DNA-Binding Domain”

DMSO: dimetil sufoxido

DNA-PK: del inglés “DNA-dependent Protein Kinase”
DTT: DiTioTreitol

EDTA: del inglés “EthyleneDiamine-Tetraacetic Acid”
EGF: del inglés “Epidermal Growth Factor”
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ABREVIATURAS

EST: del inglés “Expressed Sequence Tag”
FGF: del inglés “Fibroblast Growth Factor”
GSK3: del inglés “Glycogen Synthase Kinase 3”
GST: Glutation-S-Transferasa

GTP: del inglés “Guanosine TriPhosfate”

h: hora

IPTG: IsoPropil-pB-D-TioGalactopirandsido
JIP1: del inglés “JNK-Interaction Protein 17
JNK: del inglés “Jun N-terminal Kinase”

Kb: kilobase

kDa: kiloDalton (unidad de peso molecular)
Km: Constante de “Michaelis Menten”
KSR: del inglés “Kinase Suppressor of Ras”
MBP: del inglés “Myelin Basic Protein”
Mdm?2: del inglés “Mouse double minute-2”
mg: miligramo

min: minuto

mL: mililitro

mm: milimetro

mM: miliMolar

ng: nanogramo

NLS: del inglés “Nuclear Localization Signal”
nm: nanometro

°C: grado centigrado

PBS: del inglés “Phosphate Buffer Saline”
PCAF: del inglés “P300/CBP-Associated Factor”
PD: del inglés “Proline-rich Domain”

PEST: secuencia peptidica Prolina-Glutamico-Serina-Treonina
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ABREVIATURAS

PGE2: prostaglandina E2

PGH2: prostaglandina H2

PI3K: del inglés “Phosphatidyl Inositol 3-Kinase”

Pirh2: del inglés “P53-induced protein with a RING-H2 domain”
PKA: del inglés “Protein kinase A”

PKC: del inglés “Protein kinase C”

Plk: del inglés “Polo-like kinase”

PLK3: del inglés “Polo-Like Kinase 3”

PMSEF: del inglés “Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride”

PVDF: del inglés “PolyVinyliDene Fluoride”

r.p.m.: revoluciones por minuto

RAN: del inglés “Ras-related Nuclear”

Rb: del inglés “Retinoblastoma protein”

ROS: del inglés “Reactive Oxygen Species”

s: segundo

S: Svedbergs (Coeficiente de sedimentacion en centrifugacion)
SCC: del inglés “Squamous Cell Carcinoma”

SDS: del inglés “Sodium Dodecyl Sulfate”

SDS-PAGE: del inglés “SDS-PolyAcrilamide Gel Electrophoresis”
SP: motivo Serina-Prolina

Src: del inglés “Rous sarcoma virus kinase”

SRR: del inglés “Serine-Rich Region”

SUMO: del inglés “Small Ubiquitin-related MOdifier”

TAD: del inglés “Transactivation Domain”

TAE: Tris-Acetato-EDTA

TAKI1: del inglés “Transforming growth factor B-Activated Kinase 1”
TDZD: del inglés “Thiadiazolidinones”

TP53: del inglés “Tumor Protein 53
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ABREVIATURAS

UV: radiacion UltraVioleta

V: voltio

VEGEF: del inglés “Vascular Endothelial Growth Factor”
VRK: del inglés “Vaccinia —Related Kinase”

wt: del inglés “wild type”

uCi: microcurio

x g: veces la fuerza de la gravedad

Lg : microgramo

pL: microlitro

uM: microMolar

pm: micrometro

AMINOACIDOS

A Ala Alanina C Cys Cisteina

D Asp Aspartato E Glu Glutamico
F Phe Fenilalanina G Gly Glicina

H His Histidina I Ile Isoleucina
K Lys Lisina L Leu Leucina
M Met Metionina N Asn Asparagina
P Pro Prolina Q Gin Glutamina
R Arg Arginina S Ser Serina

T Thr Treonina vV Val Valina

W Trp Triptofano Y Tyr Tirosina
BASES NITROGENADAS

A Adenina C Citosina

0] Uracilo G Guanina

T Timidina
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Abstract

Human vaccinia-related kinases (VRK1 and VRK2) are atypical active Ser-Thr kinases implicated in control of cell cycle entry,
apoptosis and autophagy, and affect signalling by mitogen activated protein kinases (MAPK). The specific structural
differences in VRK catalytic sites make them suitable candid for develop of specific inhibitors. In this work we have
determined the sensitivity of VRK1 and VRK2 to kinase inhibitors, currently used in biclogical assays or in preclinical studies,
in order to discriminate between the two proteins as well as with respect to the vaccinia virus B1R kinase. Both VRK proteins
and vaccinia B1R are poorly inhibited by inhibitors of different types targeting Src, MEK1, B-Raf, JNK, p38, CK1, ATM, CHK1/2
and DNA-PK, and most of them have no effect even at 100 uM. Despite their low sensitivity, some of these inhibitors in the
low micromolar range are able to discriminate between VRK1, VRK2 and B1R. VRK1 is more sensitive to staurosporine, RO-
31-8220 and TDZD8. VRK2 is more sensitive to roscovitine, RO 31-8220, Cdk1 inhibitor, AZD7762, and IC261. Vaccinia virus
B1R is more sensitive to staurosporine, KU55933, and RO 31-8220, but not to IC261. Thus, the three kinases present a
different pattern of sensitivity to kinase inhibi This diffe ial resp to known inhibif can provide a structural
framework for VRK1 or VRK2 specific inhibitors with low or no cross-inhibition. The development of highly specific VRK1
inhibitors might be of potential clinical use in those cancers where these kinases identify a clinical subtype with a poorer
prognosis, as is the case of VRK1 in breast cancer.

Citation: Vizquez Cedeira M, Barcia-Sanjurjo |, Sanz-Garcia M, Barcia R, Lazo PA (2011) Differential Inhibitor Sensitivity between Human Kinases VRK1 and
VRKZ PLoS ONE 6(8): €23235. dol:10.1371 fournal pone.0023235

Editor: Andreas Hofmann, Griffith University, Australia
d July 10, 2011; Published August 4 2011

Copyright: © 2011 Vizquez-Cedeira et al This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the ariginal author and source are credited.

Funding: MV.€. and M5-G. have predoctoral fellowships from JAE/CSIC. LB.-S. has a predoctoral fellowship from Zymofeed project of the Universidad de

Santiago. This work was funded by grants from Ministerio de Educacidn, Ciencia e Innovacidn [SAF2010-14935 and CSD2007-0017], Junta de Castilla y Ledn
[CSI14A08 and GR15), Fundacion Sandra |barra, and Kubta-Fundadon INBIOMED to P.AL; and from the Zymofeed project from Xunta de Galicia to RB. The

ived March 29, 2011;

* E-mail: pedrolazo@csices

funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.
Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

Introduction

Maost biological processes are regulated by reversible phosphor-
ylation, and kinases play a central role in signal transmission.
Kinases interconnect different signalling pathways i time and
space, and confer flexibility to the regulation and coordination of
multiple biological processes including cell division, apoptosis and
survival among others. Furthermore, alteration in kinase function
is a common underlying process to many pathological situations
including cancer, inflaimmation, and neurodegeneration. The
elicidation of the human kinome [1] has opened up new
possibilities to characterize and develop strategies to manipulate
these regulatory processes with therapeutic aims [2].

Kinase domams are very suitable for development of specific
inhibitors [3], some of which have already been applied in cancer
reatment, both for tyrosine kinases, such as PDGF/kit with
imatinib in a variety of tumours, or to Ser-Thr kinases such as for
B-Raf in melanomas [4]. Kinase domains in an inactive state are
more structurally diverse than their activated form [2]. However,
the main problem i development of specific mhibitors res n
the high conservaiion of the catalytic domain, which reduces the
specificity of most mhibitors by targeting several
simultaneously, which makes them non specific [3,6]. This cross-

kinases

inhibition results In a significant promscuity, which can be the

'@. PLoS ONE | www.plosone.org

cause of unexpected side effects in clinical use. The inhibition
promiscuity of a kinase can be predicted based on the conservation
of specific residues within the kinase fold [7].

The VRK kinase family received its name from vaccinia virus
BIR, its unique kinase required for viral replication [8,9]. The
VRK family has a unique ortholog in C. elegms [10] and D.
Melanogaster [11], but 15 composed of three protems n mammals
[1], a similar situation to the p53 family that has only one member
in mvertebrates and three members in mammals [12], which
reflects the evolution of regulatory mechanisms as the organisms
become more complex. These kinases in the human kinome
belong to a unique and isolated subfamily with only three proteins
VRK that very early, and near the kinases common trunk,
diverged from the branch that much later led to casein kinase |
family [1]. In addition, the VRK proteins have unique
substitutions  suggesting they might be psendokinases [13].
VRKI and VRK2 are two novel Ser-Thr kinases [14] thar have
a common catalytic domain with a fifty-three percent homology
[13,15), and play a role in cell division processes [16-18].
However, VRK1 [13,19-21] and VRKZ2 [1322] have been
demonstrated to be caralytcally active; while VRK3, the most
divergent of the three, 1 catalytically inactive [13]. Interestingly,
the kinase activity of VRK1 and VRK?2 proteins can be regulated
by allosteric protein-protein interactions; they are both lanase-

August 2011 | Volume 6 | Issue & | e23235
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active when bound to RanGTP, and kinase-inactive when bound
to RanGDP [23]. This indicates that these two kinases have two
alternative conformations that can be allosterically regulated [23].
VRK1 is a nuclear kinase [13,19], while VRK2 has two isoforms,
a full-length protein of 508 ammoacids (known as VRK2 and
VRK2A) [13], which & anchored to cytosolic organelle mem-
branes, such as endoplasmic reticulum and mitochondria by its C-
terminal hydrophobic anchoring region [22]; and VRK2B, with
397 aminoacids lacking the C-terminal region and detected both
in cytosol and nuclews, perhaps functonally replacing in some
aspects VRK1 and detected only in some cellular types, hike
adenocarcinomas [22]. The conservation in catalytic domain and
different subcellular location indicate that substrate utilizatgon, and
perhaps specificity, might determine signal compartmentalization
and substrate use. The regulation of kinases in time and space is
likely to be an area of intense research in the future [24]. VRK1 is
expressed at high levels in tumours with p53 mutations, such as in
lung cancer [25] and identfies a subgroup of breast cancer with a
poorer prognaosis [26,27]. VRK1 is the best characterized protein
of the VRK family regarding its substrates, that include
phosphoryaton of p53 i T18 [16,19], c;Jun in 863 and 573
[20], ATF2 in Ser62 and T73 [21], CREBI in $133 [28] and
histone H3 i T3 and S10 [23,29], this lamer modification
regulates methylation and affects chromatin structure. Also,
VREKI] finctions as a coordmator of several processes required
for cell division [18], identifies a bad prognosis signature in breast
cancer [26], and specific expression patterns in human tissues,
normal and malignant [30]. Kinase inhibitor screenings have not
yet identfied any mhibitor for the VRK family [31], consistent
with its low promiscuiry index [7]. Kinases can be discriminarted
using a small panel of thirty-eight mnhibitors and three hundred
and seventeen kinases as targets, including both tyrosine and
serine-threonine kinases [31].

The arypical sructure of VRK proteins determined by specific
aminoacid substitutions [13] makes them suitable targets for
development of specific mhibitors with reduced kinase promiscuity
[7]. Therefore, in this work we have ammed o determine if
catalytically active VRKI] and VRK2 proteins have similar or
different sensitivity to current kinase mhibitors with the aim to
obtain the starting pomt for future development of kinase specific
inhibitors with limited or no cross-inhibition.

Results

Effect of kinase inhibitors on VRK1 and VRK2 kinase
activity

Despite the similarity in the known in vitro substrates of VRK
proteins, there are some differences in the primary aminoacid
sequence of these kinases, suggesting that a possble way o
functionally discriminare between VRKI and VRK2 & by their
sensitivity to kinase inhibitors. The VRK2 (VRK2A) crystal
structure indicates that it mitally has an active conformation,
which is based on the structure of its kinase domain with its two
lobes presenting a closed conformation, and an actvation loop
with a structure that is compatible with kinase activity [15], and
has autophosphorylation activity [13,22). VRKI, in addition to its
autophosphorylation [19], also phosphorylates histone H3 in Thr3
and Serl0 [23,29]. As an initial approach, the effect of twenty
inhibitors was determined at 100 uM (Fig. 1) and 500 pM (not
shown) in order to identify which ones have some mhibitory effect
on VRK1 or VRK? kinase activity in the presence of 5 pM ATP,
which permits a higher sensitivity to mhibitors [6], and it is a good
initial screening, since those inhibitors which are effective in the
micromolar range are highly unlikely to be of any use in vivo, since
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the intracellular ATP concentration i three orders of magnimde
higher. Among these inhibitors, non-competitive and competitive,
were included two that were detected to bind VRK] and VRK2
proteins and identified by their induction of a thermal shift, such as
oxindole T and Cdkl inhibitor [15]. Their inhibitory effects were
tested using an in vitro kinase assay based on autophosphorylation
and histone H3 phosphorylation as substrate. Most of these
inhibitors have little or no effect, but some differences were
noticeable at these high concentrations of inhibitors. VRK1 was
maore sensitive to TDZD-8 (Fig. 1A) and VRK2 was more sensitive
to roscovitine and Cdkl mhibitor (Fig. 1B). The two kinases were
somewhat sensitive to staurosporine, RO 51-8220, AZD7762 and
1C261. Other mhibitors, such as TDZD-20 and oxindole 1, were
not able to mhibit either VRK1 or VRK2A. TDZD-8 and
TDZD-20 are non competitive inhibitors. The mhibitor profile of
VRK2Bis similar to that of VRK2A (Fig. 1C) and this is consistent
with the complete sequence identiry of their common catalytic sites
[22]. The summary of their IC5; values in the presence of 5 pM
ATP is shown in Table 1.

The sensitivity of endogenous VRKI1 to the mhibitors identfied
in kinase assays with bacterially expressed proteins was ako
determined. Endogenous VRK1 protein from 293T cell lysate was
immunoprecipitated and used for kinase assays. The endogenous
protem was sensitive to the same hibitors as the purified protemm

(Fg. 2).

VRK2 is more sensitive than VRK1 to CDK inhibitors

Next we proceeded o analyze in more detail the differential
effect of mhibitors targeting CDK proteins such as Cdk1 Inhibitor,
roscovitne and mdirubin-3"-monoxime. Indirubin-3"-monoxime
had little effect at the high concentration of 100 pM and was not
studied any further (Fig. 1). VRK2 was more sensitive (Fig. 3A) o
Cdkl mhibitor than VRK] (not shown), and the kinase activity of
VRK2A was inhibited by fifty percent at 4 uM, determined in the
presence of low ATP, which is similar to that on Cdkl/cyclinB
(5.8 uM) [32]. It s important to note that the effect on both
autophosphorylation and phosphorylation of H3 follow a similar
pattern as shown in the graphs (Fig. 3A). Roscovitine (also known
as CYC202 or Selidclib), a pan-CDK inhibitor [33] currently in
phase I clinical trials for breast and hmg carcinomas [31],
inhibited the activity of VRKZ (Fig. 3B) by fifty percent at
approximately 25 pM, which 1 higher than the one reported for
inhibition of CDK1/cyclinB, and CDK2/cyclinA (0.7 uM) [34].
VRK] 55 less sensitive to roscovitne and was not inhibited at much
higher concentrations, although at 250 pM there was some
noticeable effect (Fig. 3D).

Also, a pan aurora inhibitor, VX-680 [33], in use in clinical
trials [35] was tested without noticeable inhibitory effect on any
VRK protem (Fig. 1).

Effect of PKC inhibitors, RO 31-8220 and staurosporine,
on VRK1 and VRK2 activity

Many inhibitors for PKC proteins have been reported. Among
them are RO 3 1-8220 and staurosporine, which have been mainly
tested on protein kinase C and can induce apoptosis [36], inhibit
insulin secretion [37] and block PDGF response among many
other effects that can require PKC [38]. The effect of RO 31
8220 was tested n kinase assays of VRK1 and VRK2A. For both
kinases fifty percent inhibition was similar, between 11 to 34 uM
on H3 phosphorylation or autophosphorylation actnaty, which is
also much higher than the 527 nM reported for PKC isoforms
[39,40], although this inhibitor is known to inhibit multiple kinases
such as MSK1, S6K1 and RSK [4142]. The effect on both
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Figure 1. Effect of twenty different inhibitors on the kinase activity of human VRK1 (A), VRK2A (B) and VRK 2B (C). The inhibition was
assayed using both autophosphorylation ftop), and phosphorylation of histone H3 (bottom), as targets in the kinase assay. All inhibitors were used at
100 uM. In bold are marked those inhibitors that appear to be somewhat more effective in the inhibition of each kinase. The top gels show the in
vitro kinase assay with ATP (5 uM) and [fnPI»ATP (5 uCi), incubated for 30 minutes at 30°C. The bottom gels show the protein levels detected by
Coomassie blue staining. The assays contain 2 pg of the indicated kinase and 1 pg of recombinant H3. TDZD-8 and TDZD-20 are non-competitive

inhibitors. All the other compounds are competitive inhibitors.
doi:10.1371/journal.pone 0023235 g001

autophosphorylation and phosphorylation of H3 fbllowed a similar
pattern (not shown).

In a wide screening, staurosporine appeared to be a potential
inhibitor, although not very efficient, of VRK protens [31].
VRKI is more sensitive and fifty percent inhibition was achieved
at 15 pM of staurosporine (Fig. 3C), which is much higher than
the 1C50 of 3 nM for PKC [43]. VRK2A was not inhibited by
staurosporine (Fig. 3D). Therefore, staurosporine can discriminate

B’ PLoS ONE | www.plosone.org

between VRK1 and VRK2, which is an unexpected observation
since staurosporine is one of the less specific inhibitors known [31].

Effect of inhibitors targeting DNA damage response
kinases: VRK2 is more sensitive than VRK1 to AZD7762
Cellular responses to DNA damage implicate many different
kinases that might be saitable targets for pharmacological
development, since they would sensitize cells to other chemother-
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apeutic drugs. Several inhibitors targeting ATM (KU 55933),
DNA-PK (NU7026, IC86621), and CHK1/2 (AZD7762) were
tested for therr effect on VRKI1 and VRKZA activity. Only
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Figure 2. Inhibition of human VRK1 expressed in 293T cells. The
endogenous VRK1 protein, from HEK 293T cells, was immunoprecipitated
and used for an in vitro kinase assay. The relative inhibition was
determined at a concentration of 75 uM for those inhibitors previously
identified by testing them in bacterially expressed VRK1. Endogenous
VRK1 protein was immunoprecipitated with 1F6 mAb, anti-VRK]1, as control
an anti-HA mAb was used. The VRK1 immunoprecipitate was incubated in
the presence of 75 uM inhibitor, 5 uM ATP and 5 pGi of [2PIATP.
doi:10.1371/journal.pone 00232359002
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Table 1. VRK1 and VRK2A sensitivity and IC50 values of serine-threonine kinase inhibitors.
ICsg (M)
GS5T-VRK1 G5T-VRKZA
Auto- phosphorylation H3 phosphorylation Auto-phosphorylation H3 phosphorylation
Roscovitine Mo inhibition 257+123 5534*16
RO 31-8220 111116 34392105 3177115 3363104
Cdk1 Inhibitor Na inhibition 112x133 1077129
Oxindole | Mo inhibition No inhibition
Staurosporine 1527110 3687109 No inhibition
KU55933 Mo inhibition No inhibition
NU7026 Mo inhibition N inhibition
IC86621 No inhibition No inhibition
AZD7768 Na inhibition 39981.07 2438x1.07
VX-680 Mo inhibition No inhibition
PLX-4720 Mo inhibition No inhibition
GDC-0879 Mo inhibition No inhibition
PD28059 Mo inhibition Nao inhibition
Ic261 12139105 55.93+1.04 1109=1.10 1471213
PP1 Mo inhibition No inhibition
indirubin Na inhibition 5066+1.23 S73x107
No inhibition No inhibition
SP600125 Mo inhibition 2759+1.09 LAREES b
TDZD-8 Inhibition at 7.5 pM Nao inhibition
TDZD-20 No inhibition No inhibition
The IC50 values were calculated in the presence of 5 uM ATP. The individual points are the average from three experiments. The linear regression and the standard
deviation were calculated with the SPSS program for VRK1 (Fig. 53) and VRK2A (Fig. S4). All values are ph. No inhibition is lack of effect at 100 uM.
doi 10.1371/joumalpone0023235.1001

AZD7762, an inhibitor targeting CHK1 and CHK2, two serine-
threonine kinases mvolved in DNA damage responses [4+4], which
is currently used in clinical trials [45], had some effect on VRK
activity. Fifty percent inhibition of both VRK2A autophosphory-
lation and H3 phosphorylation was at 30 pM (not shown). VRKI1
was less sensitive than VRKZ2A, and some inhibition was
detectable at 100 pM (Fig. S1). The other inhibitors, KU 35933,
NU7026 and IC86621 had no noticeable effect on VRKI or
VRKZA kinase actvity (Fig. 1).

Effect of casein kinase and MAPK inhibitors

VRK proteins are the closest group of kinases to casein kinase |
family, from which they diverged very early [1]. IC261 s an
inhibitor that targets several kinases such as CK1 [46-48]. Despite
the closeness berween the two VREK proteins, 1C261 was more
effective inhibiting VRK2A than VRKI, and VRK2A acuviry
reached fifty percent inhibition at 10 pM (not shown).

Several inhibitors targeting p38 (SB203580), MEK1 (PDY8059),
B-Raf (PLX-4720 and GDC-0879) and JNK (SP600125) were
tested. None of them was able to induce a significant mhibition of
VEKI or VRK2 activities at 100 pM (Fig. 1A B). PP1, an inhibitor
thar targers several kinases such as Sre, Lek and CK18 [33], had no
effect on VREK1 or VRK2 activites at 100 pM (Fig. 1A B).

Non-competitive inhibitors: VRK1 is more sensitive than
VRK2 to TDZD-8

Heterocychic thiadiazobdinones, TDZD-8 and TDZD-20, are
two non-competitive inhibitors that were developed to mhibit
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Figure 3. Differential effect of CDK inhibitors on VRK1 and VRK2 and discrimination between VRK1 and VRK2 by staurosporine.
A. Inhibition of VRK2 by Cdk1 inhibitor. Quantification of the inhibition achieved on autop hosphorylation and histone H3 phosphorylation is shown
in the graph below. Quantification was performed in the linear response range. B. Inhibition of VRK2A by roscoviting, an inhibitor in phase Il dinical
trials. Quantification of the inhibition achieved on autophosphorylation and histone H3 phosphorylation is shownin the graph below. C. Inhibition of
VRK1 activity by staurosporine. At the bottom the quantification in the linear response range is shown. D. Lack of effect of staurosporine on VRK2A
activity. At the bottom the quantification in the linear response range is shown.

doi:10.1371/journal pone. 0023235003

GSK3PB [49], and in clinical trials for treatment of Alzheimer’s
disease [30]. VRK1 was insensitive to this inhibitor, but in a very
shont concentration range 1ts effect changed and VRK activity was
fully inhibited. There was no significant mhibition of VRK1 activity
at 5 pM, but it was almost completely inhibited at 7.5 pM, both in
autophosphorylation or H3 phosphorylation (Fig. S2A). The related
TDZD-20 inhibitor had no effect at similar concentrations (Fig.
S2B). VRK2A was insensitive to TDZD-8 at 500 pM {not shown)
and it was also insensitive to TDZD-20 at 100 pM (Fig. 1B).

Inhibition of vaccinia virus B1R kinase
Vaccinia virus, and related poxviruses, has a unique kinase in
their genome that is required for viral DNA replication [8,9]. This

- L%
"@‘ PLoS ONE | www.plosone.org

kinase, BIR, gave the name to mammalian VREK proteins, but
their homology is reduced to forty percent [13], and it presents
differences in its phosphorylation activity compared to the human
VREK proteins. BIR has a reduced autophosphorylation, and
phosphorylates p53 in multiple residues [31], whereas VRKI
[16,19] and VRK2 [22] phosphorylate p33 in a unique residue,
and they also have a strong autophosphorylation activiry.
Therefore, it was tested the sensitivity of BIR to the panel of
twenty kinase inhibitors in a kinase assay using p53 and histone H3
as substrates (Fig. 4) 5 in the presence of ATP at 5 uM. B1R was
sensitive to staurosporine, KU55933 and RO 31-8220. This result
has some overlap, but is not identical, to VRKI or VRK2
inhibition patterns.
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Figure 4. Inhibition of vaccinia virus B1R kinase. Phosphorylation assays were performed using 1 pg of purified GST-p53 or Histone H3 as

substrates. Quantification was performed in the linear response range.
doi:10.1371/journal.pone 0023235 g004

Discussion

One of the main implications of VRK proteins is their poential
utilization for developing specific inhibitors that may be used in
oncologic treatments. But a main problem with current inhibitors is
that they usually affect several related kinases simultaneously,
although there might be some differences in affinity [5,6,33]. In
practice, this means that the clinical use of mhibitors affecting
several kinases might present a significant risk of uncontrolled side
effects. An alternative approach to identify kinases for specific
targeting is the use of kinase specific siRNA [52]. VRK proteins
were not identified in an exiensive kinase sRNA screening [33],
probably because the effect was studied at forty-eight hours, which is
not suitable for very stable proteins with half-life of four to six days
such as VRK1 [54]. However, kinases knockdown has a limitagon
in case of very stable proteins, as VRKs, since in RNA interference
experiments the observation time allows the reduction in RNA, but
not in the protein level [53]. The knockdown of VRK1 and VRK2
has already provided indication of processes that might be
selectively affected by their specific inhibition. Knockdown of
VRKI results in a block in cell cycle progression before the
restriction point in G1 [16,54], thus it can be used in pathologies
where proliferation is part of its pathogenesis. In the case of VRK2,
its knockdown affects signalling by MAPK, since VRK2 modulates
signal transmission by direct interaction with scaffold proteins, such
as JIP1 affecting the response to hypoxia [55] or cytokines [56], and
KSR1 affecting oncogene signalling [57].

Based on therr structural differences, VRK1 and VRK? lkinases
are predicted to be proteins with a very low promiscuity index and
be insensitive to current kinase inhibitors [5,7,31]. The pattern of
VREK inhibitors detected in this work confirms this prediction and
presents two main characteristics. First of all, hnman VRKI and

Among the poor inhibitors identified, there 1s a clear differential
pattern between VRK1 and VRK2. VRKI is more sensitive to
stanrosporine and RO 31-8220, two mhibitors of PKC; while
VRK2 & more sensitive to Cdk1l inhibitor and roscovitine, two
Cdkl {cdc2) inhibitors. Interestingly, Cdkl mhibitor has been
shown to equally interact with both kinases [15], but only VRK2
activity was inhibited. For all inhibitors, their sensitivity is reduced
by three orders of magnitude when compared with their
preferentially targeted kinases. Another inhibitor for which VRK
proteins show some sensitivity is AZD7762 that targets CHK1 and
CHK2 with much higher affinity. Although VRK2, and less
efficiently VRK1, are nhibited by AZD7762, the IC50 & more
than five orders of magnitude higher than that required for CHK1
and CHK2 mhibition [4-4,58]. Thus, IC261 mhibis CK1 at 6
micromolar, similar to the inhibition of VRK2 [3,33], but has no
effect on VRKI activity. In addition, VRKI, but not VRK2, &
sensitive (0 a non-competitive mhibitor TDZD-8, which targets
GSK3. Neither VRK1 nor VRKZ respond to current mhibitors of
B-Raf (wild-type or mutant VE00E], ATM, DNA-PK, MEK]1 and
aurora kinases. The observation that even the best inhibitors only
have some effect at low micromolar concentrarions, when they are
assayed in the presence of 3 M ATP, indicates that both substrate
and inhibitor have to be at similar concentrations In order o
detected an inhibitory effect, and this means that in vivo the
inhibitor is not lkely to function since rracellular ATP
concentration i three orders of magnitude higher.

These data suggest that a comparative analysis of VRK2
structure with that of those mhibitors to which they are somewhat
sensitive might provide enough structural clues that can be used to
start modelling VRK1 and VRK2 specific inhibitors with a
reduced promiscuity. The differences detected in the kinase
domain of VRK proteins indicate that they might be very suitable

VRK2Z, as well as vaccinia BIR, are in general very itive to
the panel of mhibitors tested in the current study that target a large
variety of human kinases with an IC50 in the nanomolar range in
most cases. Most of them have little, if any, effect on VRK kinases
even at a high concentration, which makes them unsuitable for in
vivo use. The second charactersiic 1s that the mhibinon detected
for some compounds does not bear any relation to a particular
subtype of kinases.

?
"@. PLoS ONE | www.plosone.org

for designing specific inhibitors, because the likelihood of cross-
inhibition of other kinases & very low, as suggested by the
promiscuity score in which VRK1 and VRK?2 are the kinases with
the likelihood of having the most specific mhibitors (7). This
prediction was also confirmed m a different experimental
approach based on the determination on the kinase specificity of
current inhibitors [31]. VRKI1 has been identified as a drugable
kinase in rhabdomyosarcoma [59] and breast cancer [60/].
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The pattern of VRK1 and VRK2 inhibition suggests that they
might be structurally closer to cdkl than any other kinases, but
even so, they maintain large differences. However, the high
concentrations needed to achieve some mhibition means that none
of the inhibitors tested can be used to mnhibit VR K proteins in cell
based assays, since they will also affect several other kinases.

Kinase activation implies a conformational change involving the
activation loop that has a DFG moaf m an out (mactive) or in
(active) state [61,62]. These alternative conformatons might affect
the kinase response to mhibitors. In the DFG out or inactive state,
the kmase might bind and prevent the activating conformational
change, rather than displacing ATP in case of competiive
inhibitors. Thus, depending on the conformation the effect may
wvary. On the other hand, in the active state, competitive inhibitors
will displace the nucleotide. In vivo the sitation 1s hkely to be a
mixture of different situations. VRK1 inhibition by TDZD-8, anon
competitive inhibitor of GSK3R [49], might be a particular case.
The TDZD-8 effect on VRKI1 activity seems to be an all or none
effect at a specific concentration. This might reflect the switch
between two alternative VRKI conformations when the mhibitor
reaches a critical threshold concentration. It would be interesting 1o
know if TDZD-8 is acting by maintaining a loop out conformation
for its activation loop [61] that has some peculiarides [15,62].

The identification and validation of specific inhibitors for
human VREK proteins and vaccinia BIR have the potential of
clinical applications. In this context, development of specific
inhibitors for VRK1 and VRKZ is a real possibility because they
are likely to be highly specific. Since these kinases have been
implicated i response to growth factors and m DNA damage
response, their inhibitors can make cells more sensitive to current
chemotherapeutic drugs or irradiation, reducing the roxicity
associated with them, since kinase inhibitors have shown tw be
well tolerated by patients. Use of kinase inhibitors for treatment of
acute infection by poxviruses, such as smallpox, might be an
alternative therapy for acute wviral infection by reducing viral
replication. The development of such specific mhibitors s a real
possibility that needs to be pursued once the structure of these
proteins and lead compounds become available.

Materials and Methods

Plasmids and expression of proteins

Human VRK1 was expressed from plasmid pGEX4T-VREK [19]
and purified using Ghutathion-Sepharase (GE Healthcare). VRK2A
and VRKZB proteins were expressed from plasmids pGEX4T-
VRKZA and pGEX4T-VRKZB respectively m BL21 K. coli strain
[22]. Vacdnia virus BIR was expressed from plasmid pGEX-BIR
[31]. The GST-p53 has been described previously [1951]. GST
fusion proteins were eluted from the corresponding resin with
reduced glutathione [22]. Protein purificaton was checked in a 10%
PAGE [63]. Endogenous VRKI prowin from 295T cells was
imnmunoprecipitated with an anti-VRK1 monoclonal antibody (1F6)
[63], and the immunoprecipitate was used for an in vitro kinase assay.

Reagents

All reagents were of analytical grade from Sigma. The
nucleotide [”P—‘r] ATP was from PerkinFlmer/NEN. Recombi-
nant histone H3 was from Upstate Biotechnology-Millipore (Lake
Placid, NY).

In vitro kinase assay

Kinase assays were performed using both purified proteins and
histone H3, or immunoprecipitated candidate proteins. VRK
kinase activiry was determined by assaying protein phosphorylation

. PLoS ONE | www.plosone.org
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in a final volume of 30 pL. containing kinase buffer (20 mM Tris-
HCI pH 7.5, 5 mM MgCl, 0.5 mM DTT and 150 mM KCI),
5 uM ATP and 5 pCi of [f""PJATP with 2 pg of GST-VRKI,
GST-VRKZA or GST-VRK2B protein and the indicated concen-
trations of kinase inhibitors. In this work we used bacterially
expressed VRKI, as well as immunoprecipitated endogenous
VREKI, and 1 pg of recombinant histone H3S was used as a
substrate. The kinase, substrate H3 and mhibitor were pre-
incubated for 100 min at 30°C before adding ATP. In the case of
vaccinia B1R protein that has a low autophosphorylation activity,
1 ug of GST-pa3 was used as substrate. Then, the reactions were
pertormed at 30°C for 30 min in a Thermomixer (Eppendorf] and
stopped by boilng in Laemmbi buffer. Reactions and quantifications
were performed in their linear response range. The proteins in the
assay were analyzed by electrophoresis in 12.5% SDS-polyacrila-
mide gels. The gels were staimed with Coomassie Blue or proteins
were transferred to PVDF membrane and the incorporated activity
was measured. The SPSS program v.19 (Inc. IBM Company) was
used for linear regression analysis and calculation of 1C50 values.

Kinase inhibitors

Roscovitine; Cdk1 Inhibitor; Osandole I; 1C261/5U 5607, an
mhibitor of CK1; PP1, an inhibitor of LCK and FYN; PD 98059,
a selective, reversible inhibitor of MEK; and SPG00125 inhibitor
of JNK, were from Calbiochem-Merck [Darmstadt, Germany).
NU7026, an mhibitor of DNA-PK in a ATP-competitive manner;
IC86621, 2 DNA-PK catalytic subunit inhibitor; SB 203580,
inhibitor of p38; Indirubin-3'-monoxime, an mhibitor of CDK;
Staurosporine, a potent inhibitor of PKC; and RO 31-8220 were
from Sigma-Aldrich (St. Lows, MO). KU 53933 a selectve and
competitive ATM kinase mhibitor that functions as a radio- and
chemosensitizer for cancer treatment, was from Tocris Bioscience
(Bristol, UK). VX680, an Aurora kinases inhibitor; AZD7762,
inhibitor of CHK1/2; PLX-4720 and GDC-0879, B-rafl
inhibitors were from Selleck Chemicals (Houston, TX). Non
competitive inhibitors: TDZD-8 (GSK-3p Inhibitor 1), and
TDZD-20 (GSK-3 Inhibitor XVII) were from Calbiochem-Merck
(Darmstadt, Germany). Inhibitors are summarized in Table 81.

Supporting Information

Figure 81 Effect of AZD7762, a CHK1/2 inhibitor on
VREKI1 (A) and VRK? (B). At the bottom the quantfication in
the linear response range is shown. VRK2A & more sensitive than
VRKI to this inhibitor independently of the assay type. AZD7762
is currently in phase 11 clinical trials.

(T1E)

Figure 82  Effect of TDZD-8 and TDZD-20 noncompetitive
inhibitors on VREKI and VRK2. A, Effect of TDZ1-8 on VRK1
in autophosphorylation and H3 phosphorylation assays. At the botom
the quantification of the blots 15 shown. B. Effect of TDZD-20 an
VRKI autophosphorylation and H3 phosphoryladgon. C. Effect of
TDZD-8 on VRK2A autophosphorylation and H3 phosphorylation.
(T1E)

Figure 53 Determination of IC50 values for several
inhibitors in autophosphorylation and histone H3 trans-
phosphorylation assays of VRKIL. The values from three
experiments using inhibitors to which VRK] is sensitive were used
tor calculation of the 1C50 valve. Linear regression analysis was
performed and the R” value calculated using the SPSS program.
(1)

Figure 54 Determination of IC530 values for several
inhibitors in antophosphorylation and histone H3 trans-
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phosphorylation assays of VRK2A. The values from three
experiments using inhibitors to which VR K2A i sensitive were used
for calculation of the 1050 value. Linear regression analysis was
performed and the R” value calculated using the SPSS program.

(TIF)

Table S§1  Inhibitors of serine-threonine kinases
(DOC)
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