VNIVERSITAT I VALENCIA

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
Programa de doctorado en Biotecnologia

JunB y la proliferacion celular:
mecanismos de control y

dianas transcripcionales

Tesis presentada por:
Beatriz Pérez Benavente

Directores de tesis:

Dra. Rosa Farras Rivera
Dr. José Enrique O’Connor Blasco

Valencia, 2015






La Doctora ROSA FARRAS RIVERA, investigadora del Centro de
Investigacion Principe Felipe y el Doctor JOSE ENRIQUE O’CONNOR
BLASCO, Catedratico de la Universidad de Valencia

INFORMAN:

Que la presente Tesis Doctoral titulada: “JunB y la proliferacion
celular: mecanismos de control y dianas transcripcionales” ha sido
realizada bajo su direccion por BEATRIZ PEREZ BENAVENTE,
licenciada en Quimica y en Bioquimica por la Universidad de
Valencia, para optar al grado de Doctor.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, se expide el presente escrito

Valencia, Junio de 2015

Fdo.: Rosa Farras Rivera Fdo.: José Enrique O’Connor Blasco






El trabajo aqui presentado ha sido realizado en el Centro de Investigacion
Principe Felipe de Valencia, en el departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad de Valencia y en el Instituto de Genética
Molecular de Montpellier, Francia, y ha sido financiado por el Instituto de
Salud Carlos III (P108-1127) y por la Generalitat Valenciana (AP-039/10 y
AP-007/11).

Beatriz Pérez Benavente ha sido beneficiaria de una beca de
formacion de personal investigador del Centro de Investigacion Principe
Felipe (PR07/2009) y de una ayuda VALitd para investigadores en
formacion de la Generalitat Valenciana (ACIF/2012/098). Las estancias en el
Instituto de Genética Molecular de Montpellier se realizaron gracias a la
obtencion de una beca para estancias de contratados predoctorales en
centros de investigacion fuera de la Comunidad Valenciana de la Generalitat
Valenciana (BEFPI/2013/060) y de una beca para estancias cortas de la
Federacion Europea de Sociedades Bioquimicas (FEBS).






Agradecimientos

La realizacién de esta tesis doctoral ha sido un camino largo y, en ocasiones, dificil
que he compartido desde sus inicios con mi directora de tesis, Rosa Farras. A ella he
de agradecerle su continuo apoyo durante todos estos afios, la motivacion en los
momentos dificiles, sus ensefianzas y su implicacion en esta tesis, que no habria sido

posible sin su ayuda.

Fue al laboratorio de Biologia Estructural del CIPF al que me incorporé
siendo todavia estudiante de mdster y al que agradezco la oportunidad de comenzar
mi tesis doctoral. Transcurrido un tiempo pasé a formar parte del grupo de Citémica
dirigido por José Enriqgue O’Connor que se convirtio en mi director de tesis. A él
quiero agradecerle la buena acogida en su grupo desde el principio y su apoyo en

todo momento.

Gracias también a José Enrique Pérez Ortin, que me ha estado asesorando
sobre la trayectoria profesional a seguir desde que era estudiante de Bioquimica y
que en aquella época me permitié colaborar en su grupo de investigacion para
aprender de primera mano cémo se trabaja en un laboratorio de investigacion

bioquimica.

Mi paso por diferentes grupos durante la realizacién de esta tesis doctoral me
ha permitido trabajar cerca de un gran nimero de personas que me han aportado
mucho, tanto profesional como personalmente. Empezando por la gente del
laboratorio de bioquimica estructural que, de una manera u otra, me ayudaron en
mis inicios: Silvia, Pablo, Jehzabel, Martina, Beatriz...; los citémicos, tanto del

CIPF como de la UV, siempre tan dispuestos a echarme una mano con el citometro:



Alicia, Angie, Laura, Domingo, Lupe, Sandra, Paco...; el grupo de Deborah Burks,
con los que he compartido laboratorio y risas de forma intermitente durante los
ultimos arios: Luke, Arantxa, Carlos, Vero...; Ana Conesa y Lorena por su ayuda
con el andlisis bioinformdtico y, en general, toda la gente del CIPF y de la UV que
en algiin momento me ha aportado ideas, me ha ayudado a solucionar problemas, me
ha mostrado su solidaridad en los momentos duros, incluso sin apenas conocerme, o

me ha arrancado una sonrisa por los pasillos.

Una de las experiencias mds enriquecedoras de estos afios ha sido mi paso por
el Instituto de Genética Molecular de Montpellier. Quiero agradecerle a Marc el
abrirme las puertas de su laboratorio y a Isa el estar siempre dispuesta a ayudarme
en todo lo que necesitara. Gracias a los dos por las fructiferas discusiones. Y gracias
a todo el grupo de Oncogenesis and Immunotherapy: Tamara, Mar, Mireia, Claire,
Hayeon, Chams, Marko, Guillaume, Frederique... por la estupenda acogida que me
dieron desde el primer dia y por su ayuda tanto dentro como fuera del laboratorio.

Me traje buenas amistades que espero perduren en el tiempo.

Gracias a mis amigas de siempre, escolapias y esclavas, por todos los buenos
momentos compartidos antes, durante y después de esta tesis. Porque sin nuestros
juevintxos y nuestras risas este camino hubiera sido mucho mds dificil. Y gracias a
mis excompariieras de Universidad y también amigas por compartir inquietudes,

éxitos y fracasos, aunque sea en la distancia.

Un agradecimiento especial se merecen mis padres y mis hermanas que han
vivido en primera persona y desde el primer dia la realizacion de esta tesis doctoral y
los contratiempos que han acontecido. Gracias por aguantar mis altibajos y por

vuestro amor incondicional.

Y gracias a Carlos, por su inestimable apoyo y su infinita paciencia,
especialmente en la tiltima etapa. Gracias por darme fuerza cuando me faltaba y
hacerme ver las cosas menos complicadas de lo que me parecian. Tu confianza y tu

amor han sido fundamentales.



Tabla de contenidos

ABREVIATURAS

INTRODUCCION
1. Cancer

2. Elciclo celular
2.1. TFases del ciclo celular

2.2. Control del ciclo celular

3. Elsistema ubicuitina proteasoma y su implicacidn en el control
del ciclo celular

3.1. Elproteasoma

3.2.  Laubicuitinacién de los sustratos.

3.3. Ligasas E3 implicadas en el control del ciclo celular
3.3.1. Control del ciclo celular por el complejo APC/C
3.3.2.  Control del ciclo celular por el complejo SCF

3.4. Fbxw7

4. El complejo transcripcional AP-1
4.1. Miembros del complejo transcripcional AP-1
4.2. Regulacién de la actividad AP-1
4.2.1. Regulacion transcripcional y post-traduccional

422. Composicion del dimero formado

15

19

19

26
26
28

30
31
32
34
35
36
37

39
39
40
40
41



10

5.

6.

4.2.3. Unidn a otras proteinas

4.3. Funciones fisiologicas de AP-1. Implicacién en cancer

Papel de JunB en la proliferacién celular
5.1. Regulacion de JunB durante el ciclo celular

5.2.  JunB: oncogén o supresor tumoral

Linfoma anaplasico de células grandes
6.1. Caracteristicas generales de LACG
6.2.  Mecanismos por los que NPM-ALK media el desarrollo
tumoral
6.2.1. Ruta de sefalizacion JAK/STAT en LACG ALK+
6.2.2. Ruta de sefializacién PI3K/AKT en LACG ALK+
6.2.3. Ruta de sefializacion MEK/ERK en LACG ALK+
6.3. Papel de JunB en LACG ALK+

OBJETIVOS

METODOLOGIA

1.

2.

3.

Obtencién de ADNs
1.1. ADNsy pldsmidos
1.2. Transformacion de bacterias por choque térmico
1.3.  Purificaciéon del ADN plasmidico

1.4. Electroforesis en geles de agarosa

Cultivo celular de lineas celulares de origen humano
2.1. Lineas celulares

2.2.  Generacion de lineas celulares estables

Tratamientos y ensayos celulares
3.1. Tratamientos farmacologicos
3.2. Sincronizacién de células

3.2.1. Sincronizacién en G1/S

3.2.2.  Sincronizacién en G2/M

3.3. Transfecciones transitorias

42

44
44

45

47
47

47

49
49
50

53

55

55
55
55
56
57

57
57
58

61
61
61
62
63
63



3.4. Silenciamiento génico mediado por ARN de interferencia 64

3.5. Ensayos de vida media

Técnicas de andlisis celular

4.1. Citometria de flujo

4.1.1.
4.1.2.

Analisis del contenido de ADN de las células

Ensayo de incorporaciéon de EAU

4.2. Microscopia de fluorescencia

4.3. Analisis citogenéticos y FISH

Andlisis de expresion proteica

5.1. Preparacion de extractos proteicos

5.2. Medida de la concentracion de proteinas
5.3. Separacion electroforética de proteinas
5.4. Inmunotransferencia (Western blot)
Andlisis de expresion génica
6.1. Extraccion de ARN
6.2. Medida de la concentracion de acidos nucleicos
6.3. RT-qPCR
6.3.1. Transcripcion reversa

6.3.2.

PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR)

6.4. Micromatriz para RT-qPCR de genes de ciclo celular

6.5. Analisis transcriptémico

Andlisis de interacciones macromoleculares

7.1.  Coinmunoprecipitacion de proteinas

7.2. Ensayos de ubicuitinacién

7.3. Inmunoprecipitacién de cromatina

7.3.1.
7.3.2.
7.3.3.
7.34.
7.3.5.
7.3.6.

Entrecruzamiento de las células con formaldehido
Lisis celular y fragmentacion de la cromatina
Inmunoprecipitacion de la cromatina

Purificacion del ADN

Amplificacion de las regiones del promotor de DDX11
ChIP-seq

65

66
66
66
67
68
68

69
69
70
70
71

73
73
73
74
74
74
76
76

77
77
78
78
79
80
80
81
81
81

11



12

8.  Analisis bioinformatico
8.1. Identificacion de sitios de unién de proteinas asociadas al
genoma a partir de datos de ChIP-seq
8.2. Identificacion de genes diferencialmente expresados a
partir de datos de andlisis transcriptomico

8.3. Andlisis de secuencias

RESULTADOS 1: Caracterizacién del mecanismo molecular que
regula la estabilidad de JunB en G2

1. JunB es sustrato de la E3 ligasa Fbxw?7
2. GSK3 fosforila a JunB en su motivo fosfodegréon

3. Las fosforilaciones de la S251, 1a T255 y la S259 regulan la
estabilidad de JunB

4. GSK3p regula la estabilidad de JunB en G2
5. Posible papel de otros residuos de JunB en su estabilidad en G2

6. Ladegradacion de cJun por GSK3-Fbxw?7 no ocurre en G2

RESULTADOS 2: Consecuencias de la acumulacion de JunB en

mitosis. Implicaciéon en neoplasias humanas.

1. Laexpresion de Ciclina A2 aumenta en células donde el
mecanismo de degradacion de JunB es defectuoso

2. DDX11 es una nueva diana transcripcional de JunB

3. Larepresién de DDX11 causa defectos de cohesidn en las
cromatidas hermanas

4. El mecanismo de degradacién de JunB esta alterado en linfoma
anaplasico de células grandes ALK positivo

5. Células derivadas de LACG presentan niveles reprimidos de
DDX11 y defectos de cohesidn en las cromatidas hermanas

82

82

83

84

85

85

89

92

96

101

104

107

107

109

115

117

119



RESULTADOS 3: Identificaciéon de nuevas dianas transcripcionales
de JunB implicadas en el control del ciclo celular. 123

1. Elsilenciamiento de JunB da lugar a una menor poblacién de
células en fase S. 123

2. ldentificacién de genes diferencialmente expresados al silenciar
JunB en células U20S 125

3. Identificacién de potenciales dianas transcripcionales directas
de JunB mediante ChIP-seq. 131

4. Identificacion de dianas transcripcionales de JunB mediante
ChIP-seq y andlisis transcriptémico. 133

DISCUSION 141
1. Regulacion de la degradacion de JunB en G2 por GSK33-SCFFbxw7 141

2. Consecuencias de la acumulacién de JunB en mitosis.
Implicacién en neoplasias humanas 146

3. Identificacién de nuevas dianas transcripcionales de JunB

implicadas en el control del ciclo celular. 151
CONCLUSIONES 163
REFERENCIAS 165
ANEXO (CD adjunto)

13



14



ADN
AP-1
APC/C
ARN
ATP
ATPasa
BSA
cADN
CAK
cAMP
CDK
ChIP
CHX
CKI
CPD
CRE
CTD
DAPI
DMEM
DMSO
DNAsa
dANTP
DTT
E1

E2

Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico
Proteina activadora 1

Complejo promotor de la anafase/ciclosoma
Acido ribonucleico

Adenosina trifosfato

Adenosina trifosfatasa

Albtimina de suero bovino

ADN complementario

Quinasa activadora de CDK
Adenosin monofosfato ciclico
Quinasa dependiente de ciclina
Inmunoprecipitacion de cromatina
Cicloheximida

Inhibidor de CDK

Fosfodegrén consenso

Elemento de respuesta a cAMP
Dominio C terminal

4’ 6-diamino-2-fenilindol

Medio de Eagle modificado por Dulbecco
Dimetilsulféxido
Desoxirribunucleasa
Desoxinucleosido trifosfato
Ditiotreitol

Enzima activadora de ubicuitina
Enzima conjugadora de ubicuitina

15



E3
EDTA
EDU
EGTA
EMT
ENCODE
FDR
FISH
GO
GTPasa
HA
HRP
IRES
LACG
LACG ALK+
mARN
miARN
NER
oD
ORF
PAGE
PBS
PCR

PI
PVDF
RNAsa
RPMI
SCF
SDS
siARN
TBS

Tc

TPA
TRE
TRE
TSS
uv

16

Enzima ligasa de ubicuitina

Acido etilendiaminotetraacético
5-etinil-2’-desoxiuridina

Acido etilenglicol-bis(2-aminoetil)
Transicion epitelio-mesenquimal
Enciclopedia de elementos de ADN
Tasa de descubrimientos falsos
Hibridacion fluorescente in situ
Ontologia génica

Guanidina trifosfatasa

Hemaglutinina

Peroxidasa de rabano

Sitio interno de entrada al ribosoma
Linfoma anaplasico de células grandes
LACG positivo para ALK

ARN mensajero

micro ARN

Reparacion por escision de nucledtidos
Densidad 6ptica

Pauta abierta de lectura

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Tampon fosfato salino

Reaccién en cadena de la polimerasa
Yoduro de propidio

Polifluoruro de vinilideno
Ribonucleasa

Roswell Park Memorial Institute

Complejo formado por Skp1, Cullin y proteina F-box

Dodecilsulfato sédico

ARN pequerio de interferencia
Tampon tris salino

Tetraciclina
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
Elemento de respuesta a TPA
Elemento de respuesta a tetraciclina
Sitio de inicio de la transcripcion
Ultravioleta



Aminoacidos

XK S$S<HOLROWZZOR-TIZOTEHTN P

Ala

Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Alanina
Cisteina

Acido aspartico
Acido glutamico
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina

Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina

Serina
Treonina
Valina
Triptéfano

Tirosina

17



18



Introduccion

1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades en las cuales las células dejan de
responder a las sefiales que normalmente gobiernan su comportamiento
dentro de un tejido. Las células cancerosas crecen y se dividen cuando no
deberian y no se mueren cuando deberian (Morgan, 2007). En el proceso de
transformacion  neoplasica  las  células normales  evolucionan
progresivamente adquiriendo una serie de capacidades biologicas que
conducen a su conversion tumorigénica (Figura 1) (Hanahan & Weinberg,

2011) y que se describen a continuacion:

* Mantenimiento de la senalizacion proliferativa

Una de las principales caracteristicas de las células cancerosas es su
habilidad para proliferar de manera descontrolada. En las células sanas la
entrada y progresion en el ciclo celular estd controlada por la adecuada
produccién y liberacion de factores de crecimiento que se unen a receptores
situados en la superficie celular. Estos receptores contienen normalmente
dominios tirosina quinasa intracelulares que, tras su activacion, inician una
cascada de sefializacion que regula la progresién del ciclo celular y el
crecimiento celular. Las células poseen, ademas, unos mecanismos de
retroalimentacién negativa que tienen como objetivo atenuar la sefializacion

proliferativa (Weinberg, 2014).
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Introduccion

Sustaining proliferative Evading growth
g suppressors

Avoiding immune
destruction

Enabling replicative
immortality

Genome instability
and mutation
Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Figura 1: Capacidades biolégicas adquiridas por las células cancerosas. (Hanahan &
Weinberg, 2011)

En las células cancerosas varios mecanismos pueden conducir a una
sefializacion proliferativa continuada: la produccién intrinseca o por células
de su entorno de factores de crecimiento, el incremento de la cantidad de
receptores presentes en la superficie celular, la alteraciéon de las moléculas
receptoras que facilite su activacion en ausencia de ligando, la activacion
constitutiva de alguno de los componentes de la ruta de sefalizacion que
actan tras la activacion de los receptores o la aparicion de defectos en los
mecanismos de apagado de la sefalizacion (Bhowmick et al., 2004; Lemmon
& Schlessinger, 2010).

* Evasién de supresores tumorales

Los supresores tumorales son moléculas que limitan el crecimiento
celular y la proliferacion por lo que su inactivacién contribuye al desarrollo
tumoral. Entre ellas destacan la proteina p53 y la proteina del
retinoblastoma (pRb) que se encuentran mutadas en un gran ntimero de
canceres humanos. Ambas proteinas detienen la progresion del ciclo celular
en respuesta a sefiales extracelulares o intracelulares. pRb inhibe la
expresion de genes que promueven la entrada en el ciclo celular a través de

su union a los factores de transcripcion E2F (Chinnam & Goodrich, 2011). A

20



Introduccion

p53 se le conoce como el “guardian del genoma” por su papel fundamental
en evitar la acumulacion de dafio genético en la célula (Lane, 1992). Se activa
al detectarse un dafio en el ADN y su funcién es detener el ciclo celular
hasta que los mecanismos de reparaciéon del ADN reparen la lesion. Si el
dafio es tan grave que la célula no puede repararlo, p53 promueve la
apoptosis celular evitando asi que el dafio en el ADN se transmita a las

células hijas.

¢ Resistencia a la muerte celular

La muerte celular programada por apoptosis constituye una barrera
natural contra el desarrollo del cancer. La apoptosis puede ser inducida por
sefales extracelulares que activan los receptores de la familia del factor de
necrosis tumoral (via extrinseca) o en respuesta a estrés intracelular (via
intrinseca 0o mitocondrial). En ambos casos el resultado es la activaciéon de
las proteinas caspasas que desencadenan una cascada de protedlisis que
acaba en la desintegracion de la célula y su fagocitosis por las células

vecinas (Lowe et al., 2004).

Durante el curso de la tumorigénesis la apoptosis puede
desencadenarse en respuesta a los estreses fisiologicos que las células
experimentan tales como dafio en el ADN, desequilibrios en la sefalizacion
provocados por la accién de oncogenes o una sefializacion insuficiente de
factores de supervivencia. Sin embargo, las células tumorales son capaces de
desarrollar mecanismos que evitan la apoptosis. Entre ellos hay que destacar
la pérdida del supresor tumoral p53, el incremento de moléculas
antiapoptodticas, como Bcl-2 o Bcl-xi, o la disminuciéon de los factores

proapoptoticos, como Bax o Bim (Adams & Cory, 2007; Lowe et al., 2004).

* Potencial replicativo ilimitado

Las células normales son capaces de sufrir un ntiimero limitado de
divisiones celulares antes de entrar en senescencia o sufrir muerte celular
(Hayflick, 1997). En este proceso juegan un importante papel los telémeros,

compuestos de multiples repeticiones de hexanucleétidos y situados en los
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extremos de los cromosomas. Su misidn es evitar las posibles fusiones entre
los extremos de dos cromosomas distintos que afectarian a la viabilidad
celular. Los telomeros se acortan progresivamente a medida que la célula se
divide perdiendo de esta manera su capacidad protectora y

desencadenando finalmente la muerte celular (Donate & Blasco, 2011).

Las células tumorales poseen un potencial replicativo ilimitado
gracias a que adquieren la habilidad de mantener la longitud de los
telomeros lo suficientemente elevada para evitar la entrada en senescencia o
la muerte celular. Esta habilidad la consiguen mediante la expresion de la
enzima telomerasa, una polimerasa de ADN que afade repeticiones de
hexanucledtidos a los extremos del ADN telomérico. Esta enzima,
practicamente ausente en células normales, se expresa en la gran mayoria de
las células tumorales humanas. Otro mecanismo menos habitual de
mantenimiento de los teldmeros es a través de intercambios de informacion
genética entre cromosomas distintos por recombinacién (Blasco, 2005;
Osterhage & Friedman, 2009).

* Induccién de angiogénesis

Las células tumorales necesitan el aporte continuo de nutrientes y de
oxigeno asi como la eliminacidon de desechos y de didéxido de carbono para
su supervivencia. Para satisfacer estas necesidades inducen la formacién de
nuevos vasos sanguineos a partir de los ya existentes en un proceso
conocido como angiogénesis (Eichhorn et al., 2007). Este proceso, que es
muy importante durante el desarrollo embrionario, en adultos permanece
generalmente inactivo a excepcion de determinadas circunstancias como la
cicatrizacion de heridas o el ciclo reproductivo femenino en las que se activa

de forma transitoria.

El control de la angiogénesis se ejerce a través de un equilibrio entre
factores que promueven la angiogénesis y factores que la inhiben. Entre los
factores proangiogénicos implicados en la activaciéon permanente de la
angiogénesis en las células tumorales se encuentra el factor de crecimiento

vascular endotelial (VEGF) que se une a receptores estimuladores de la
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superficie de las células endoteliales (Carmeliet, 2005). El incremento de su
expresion en células tumorales puede ser mediado por sefalizacion
oncogénica o por situaciones de hipoxia. Adicionalmente, puede ser
secuestrado por proteinas de la matriz extracelular a la espera de que las

proteasas que la degradan lo liberen (Kessenbrock et al., 2010).

e Activacion de la invasion y la metastasis

Los procesos de invasién y metastasis ocurren a través de una
sucesion de eventos bioldgicos conocidos como cascada de invasion-
metastasis. En primer lugar se produce la invasion local de los tejidos
adyacentes por las células del tumor primario que va seguida de su
intravasacion en vasos sanguineos o linfaticos cercanos. Las células
cancerosas circulan entonces por los sistemas sanguineo o linfatico hasta que
alcanzan tejidos lejanos en donde penetran (extravasacidon) y forman
pequefios nodulos de células cancerosas conocidos como micrometastasis.
Finalmente, las lesiones micrometastaticas instaladas en tejidos alejados del
tumor primario crecen hasta convertirse en tumores macroscopicos, proceso

conocido como colonizacién (Gupta & Massague, 2006; Nguyen et al., 2009).

La transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es un proceso implicado en
la morfogénesis embrionaria que las células tumorales utilizan para mediar
los procesos de invasion y metastasis (Polyak & Weinberg, 2009). Durante la
embriogénesis la activacion de una serie de factores de transcripcion como
Snail, Slug o Twist dan lugar a un conjunto de eventos bioldgicos que
incluyen la pérdida de uniones adherentes y la asociada conversion de la
morfologia celular poligonal/epitelial a alargada/fibroblastica, la expresion
de enzimas que degradan la matriz extracelular, el incremento de la
movilidad y la aumentada resistencia a la apoptosis, todos ellos eventos
implicados en los procesos de invasidn y metastasis. Estos factores
transcripcionales se encuentran expresados en diferentes tipos tumorales y
parece que son capaces de orquestar la mayoria de los procesos de la
cascada de invasion-metastasis a excepcion del paso final de colonizaciéon
(Micalizzi et al., 2010; Yang & Weinberg, 2008).
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* Reprogramacion del metabolismo energético

Para poder mantener el continuo crecimiento celular y la proliferacion
caracteristicos del proceso neoplasico las células tumorales han de realizar
ajustes en su metabolismo energético. Incluso en presencia de oxigeno las
células cancerosas utilizan preferentemente la via glicolitica anaerébica de
obtencion de energia frente a la fosforilacion oxidativa mitocondrial, lo que
es conocido como “efecto Warburg” (Warburg, 1956). La menor eficiencia en
la produccion de ATP de la via anaerdbica frente a la mitocondrial
dependiente de oxigeno es compensada, en parte, por las células tumorales
mediante el incremento en el nimero de transportadores de glucosa. Este
aumento en los receptores de glucosa asi como un incremento en la sintesis
de enzimas implicadas en la ruta glicolitica es caracteristico de las células
tumorales que se encuentran en condiciones de hipoxia (Hsu & Sabatini,
2008; Jones & Thompson, 2009).

Aunque el motivo por el que las células tumorales prefieren la ruta
anaerdbica incluso en presencia de oxigeno no esta muy entendido, dicha
predilecciéon podria explicarse por la cantidad de intermediarios glicoliticos
generados que se desvian a diferentes rutas biosintéticas. Entre ellas se
incluyen las implicadas en la generacién de nucledsidos y aminoacidos que
facilitarian, a su vez, la biosintesis de las macromoléculas requeridas para el

ensamblaje de las nuevas células (Vander Heiden et al., 2009).

¢ Evasion de la destruccion inmune

El sistema inmune parece operar como una barrera significativa al
desarrollo tumoral. Segtin la teoria de la vigilancia inmune (Burnet, 1970),
este sistema parece ser responsable del reconocimiento y la eliminacion de la
mayoria de células cancerosas incipientes y, por tanto, de los tumores
nacientes. Acorde con esta teoria, los tumores sdlidos habrian desarrollado
mecanismos para evitar la deteccion por las células del sistema inmune o
para limitar los mecanismos inmunoldgicos conducentes a su muerte
(Zitvogel et al., 2006).
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¢ Inflamacién

El sistema inmune también puede ejercer un efecto positivo sobre el
desarrollo tumoral (Colotta et al., 2009). Asi, la inflamacién puede contribuir
a la adquisicion de las capacidades biologicas que conducen a las células a
su conversion tumorigénica mediante la liberacion por parte de las células
del sistema inmune de moléculas bioactivas tales como factores de
crecimiento que mantienen la sefalizacién proliferativa, factores de
supervivencia que limitan la muerte celular, factores proangiogénicos,
enzimas modificadores de la matriz extracelular que facilitan la
angiogénesis, la invasién y la metastasis y sefiales que conducen a la
activacion de la transicion epitelio mesenquimal. Ademas, pueden liberar
especies reactivas de oxigeno que incrementan las tasa de mutacion de las

células vecinas.

* Inestabilidad genémica

El desarrollo de inestabilidad gendmica constituye un mecanismo por
el que las células cancerosas acumulan los cambios genéticos que conducen
a la adquisicion de las diferentes capacidades bioldgicas que les permiten

proliferar, sobrevivir y diseminarse (Negrini et al., 2010).

Las células poseen unos sistemas de mantenimiento del genoma que
detectan y reparan los defectos en el ADN asegurando que la tasa de
mutacién espontanea se mantenga muy baja durante cada generacion
celular (Jackson & Bartek, 2009). Ademads, poseen mecanismos para
interceptar e inactivar moléculas mutagénicas antes de que puedan danar el
ADN. Las células cancerosas a menudo incrementan su tasa de mutacion
debido a un aumento de su sensibilidad frente a agentes mutagénicos, a
defectos en la deteccion o reparacion del ADN dafiado o a la alteracién de
los mecanismos que conducen a las células dafiadas de forma irreparable a

su muerte celular.

Otra fuente de inestabilidad genémica asociada a tumores la
constituye la inestabilidad cromosomica caracterizada por la ganancia o

pérdida de grandes fragmentos cromosémicos o por la alteracion del
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numero total de cromosomas en una célula (aneuploidia). La adecuada
segregacion de los cromosomas en las dos células hijas durante la mitosis es
esencial para evitar la inestabilidad cromosdmica (Rajagopalan & Lengauer,
2004). Otro mecanismo que contribuye a la inestabilidad cariotipica es la
pérdida del ADN telomérico que facilita que tengan lugar fusiones entre los

extremos de dos cromosomas distintos (Artandi & DePinho, 2010).

2. El ciclo celular

2.1. Fases del ciclo celular

Como se ha comentado en el apartado anterior, una de las principales
caracteristicas del cancer es la proliferaciéon descontrolada de las células
como resultado de la alteraciéon en los mecanismos moleculares que
controlan el ciclo celular. El ciclo celular es el conjunto de eventos
moleculares que conducen a la divisién de una célula en dos células hijas
idénticas y esta dividido en cuatro fases: G1, S, G2 y M (Figura 2). Durante la
fase GI, las células crecen en tamafio y sintetizan las proteinas y ARNs
necesarios para la sintesis de ADN que tendra lugar en la fase siguiente. La
fase G1 constituye un importante periodo regulador ya que es aqui cuando
las células deciden si contintan dividiéndose o si entran en un estado
quiescente (G0), decision que esta fuertemente influida por la presencia o no
de factores de crecimiento mitogénicos (Weinberg, 2014). Si la célula decide
continuar en el ciclo pasa a la fase S o de sintesis que es donde tiene lugar la
replicaciéon del ADN y la duplicacion de los cromosomas, que requiere de la
sintesis de histonas para su correcto empaquetamiento. En esta fase, ademas,
se depositan sobre los cromosomas las proteinas responsables de mantener
la cohesiéon entre las cromatidas hermanas hasta su separacion en mitosis
(Morgan, 2007).

A continuacion, las células entran en G2 donde se preparan para la
fase M. Durante la fase M se produce la division nuclear (mitosis) y celular

(citocinesis), de manera que los cromosomas duplicados son repartidos de
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forma equitativa entre las dos células hijas. La mitosis se divide en 5 etapas
(Figura 2) que comienzan en la profase donde tiene lugar la condensacion de
los cromosomas, la separacion de los centrosomas y se inicia el ensamblaje
del huso mitotico. Durante la prometafase se produce la rotura de la
envoltura nuclear y las cromatidas hermanas se unen a los microtibulos del
huso mitético a través de los cinetocoros y migran hasta la region central. La
metafase se caracteriza por el alineamiento de las cromatidas hermanas en el
plato metafasico donde permanecen a la espera de la sefial para separarse.
En la anafase se rompe la cohesion que mantiene unidas a las cromatidas
hermanas y estas se separan gracias a la accién de los microtabulos del huso
mitdtico que tiran de ellas en direcciones opuestas de la célula. La mitosis se
completa en la telofase cuando se desensambla el huso mitético y los
cromosomas se descondensan y empaquetan dentro de nuevas envolturas

nucleares formadas en cada una de las células hijas (Morgan, 2007).

G, OF INTERPHASE PROPHASE PROMETAPHASE METAPHASE ANAPHASE TELOPHASE AND CYTOKINESIS
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Figura 2: El ciclo celular. El ciclo celular se divide en 4 fases: G1, S, G2 y M. La fase M
estd, a su vez, dividida en 5 etapas que van de la profase a la telofase y citocinesis. La
progresion por las diferentes fases del ciclo celular esta controlada por la formaciéon de
diferentes complejos CDK-Ciclina (Campbell & Reece, 2001; Lodish et al., 2004).
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2.2. Control del ciclo celular

La progresion a través de las diferentes fases del ciclo celular esta controlada
por proteinas quinasas heterodiméricas constituidas por subunidades
reguladoras llamadas ciclinas y por subunidades -cataliticas quinasas
dependientes de ciclina (CDKs). La actividad de los complejos CDK-Ciclina
oscila durante el ciclo celular generandose ondas de actividad de los
diferentes complejos que se suceden a lo largo del ciclo. Cada complejo que
se activa actia sobre diferentes sustratos activandolos o inactivandolos
mediante fosforilaciones para que se lleven a cabo los procesos
correspondientes a ese momento del ciclo. Una vez realizada su funcién su
actividad se apaga para poder avanzar a la siguiente fase asegurando, de
esta manera, un desarrollo secuencial de los procesos del ciclo celular. En la
Figura 2 se representan esquematicamente los periodos del ciclo durante los
que se activan cada uno de los complejos CDK-Ciclina: la Ciclina D se asocia
a CDK4 y CDK6 en G1 controlando la entrada en el ciclo celular, el complejo
CDK2-Ciclina E es responsable de la transicion G1/S, CDK2-Ciclina A y
CDKI1-Ciclina A estan implicadas en la progresion por la fase S y la
transicion G2/M, respectivamente, mientras que CDK2-Ciclina B se activa

para promover la entrada mitotica (Lodish et al., 2004).

El control de la actividad de los diferentes complejos CDK-Ciclina se
realiza mediante varios mecanismos. La formacion de los diferentes
complejos depende, en primer lugar, de los niveles de ciclinas presentes a lo
largo del ciclo (Figura 3) que estan regulados por la activacién de su
expresion génica y su degradacion proteosomal en momentos concretos del
ciclo. Ademads de la union de la ciclina, las CDKs han de ser fosforiladas en
un residuo adyacente a su sitio catalitico para ser completamente activas.
Esta fosforilacion la lleva a cabo el complejo CAK (CDK Activating Kinase),
formado por la asociacién de la quinasa CDK?7, la Ciclina H y la proteina
Matl. La fosforilacion en otros residuos puede, por el contrario, tener un
efecto inhibidor sobre la actividad CDK. Por ejemplo, las fosforilaciones en
la Thr-14 y Tyr-15 mediadas por las quinasas Weel y Mytl inhiben su
actividad y es necesario su eliminacién por la familia de fosfatasas Cdc25
para activar los complejos. Un tercer nivel de regulacién lo constituye la

unioéon de proteinas inhibidoras de CDKs, las CKls, cuyos niveles estan, a su
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vez, controlados por degradaciéon proteasomal. Se han descrito 7 proteinas
CKIs que se unen a los complejos CDK-Ciclina inhibiendo su actividad
catalitica: p16™NK4, p15INKeb p]8 INKde v p]9INK4d, de la familia INK4, que se
unen especificamente a los complejos que contienen CDK4 y CDK6 y p21¢irl,
p27Kipl y p57Kir2, de la familia CIP/KIP, inhibidores generales de los
complejos CDK-Ciclina (Morgan, 2007; Weinberg, 2014). A diferencia de las
modificaciones reversibles como la fosforilacion o la asociacién con CKlIs, la
degradacion proteasomal es un mecanismo irreversible que asegura la
estricta unidireccionalidad del ciclo celular jugando, por tanto, un papel

central en su regulacion (Bassermann et al., 2014).

cyclin B nuclear D1 cyclinE cyclin A

@ o Gz @
R point

Figura 3: Niveles de ciclinas durante el ciclo celular. Los niveles de las Ciclinas B, D,

E y A oscilan de forma periédica durante el ciclo celular (Weinberg, 2014).

Las células que se encuentran en estado quiescente se caracterizan por
poseer niveles bajos de ciclinas y altos de CKIs. La estimulaciéon mitogénica
conduce a la activacion de la sintesis de Ciclina D y la disminucién de los
niveles de sus inhibidores. La Ciclina D se une entonces a CDK4/6 y fosforila
la proteina de retinoblastoma (pRb) lo que la libera de su asociacion
inhibidora con los factores de transcripcion E2F. Una vez liberados, los
factores E2F activan la transcripcion de las Ciclinas E y A y de otras
proteinas necesarias para el correcto desarrollo de la fase S. La Ciclina E se
une a CDK2 y fosforila a pRb contribuyendo a la activacion de E2F y
estableciendo asi un lazo de retroalimentacion positivo que conducira
finalmente al paso a través del punto de restriccion. A partir de este
momento la célula no necesita estimulos mitogénicos adicionales para

completar las siguientes etapas del ciclo; los diferentes complejos CDK-
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Ciclina se iran activando secuencialmente controlado la progresion por las
fases S, G2 y M (Morgan, 2007; Weinberg, 2014).

La célula esta dotada de mecanismos de control capaces de inhibir los
diferentes complejos CDK-Ciclina y frenar la progresion del ciclo celular en
caso de detectar alguna anomalia, evitando asi que se produzcan errores en
la duplicaciéon del material genético o en su reparto entre las dos células
hijas (Figura 4). Ante la detecciéon de un dafio en el ADN, las quinasas ATM
y ATR inician unas cascadas de sefializacion que conducen a la inactivacion
de los complejos CDK-Ciclina y a la parada del ciclo en G1, S y G2/M hasta
que el dafio en el ADN es reparado. Central en la respuesta al dafio en el
ADN es la activacion del factor de transcripcion p53. Al final de G2, ademas,
se comprueba si el ADN esta correctamente replicado y si no es asi se
bloquea la entrada en mitosis mediante la inhibicién de los complejos CDK-
Ciclina mitéticos. Otro punto de control se encuentra en la transicion de la
metafase a la anafase: si los cromosomas no estdn correctamente
ensamblados al huso mitético se detiene la maquinaria de degradacion
proteolitica mediada por el proteasoma que conduce al inicio de la anafase
impidiendo la separacion de las cromatidas hermanas (Lodish et al., 2004;
Morgan, 2007).

3. El sistema ubicuitina proteasoma y su implicacion en el
control del ciclo celular

El sistema ubicuitina proteasoma es responsable de la degradacion selectiva
de multitud de proteinas en las células eucarioticas. Las proteinas sustrato
son marcadas con la proteina ubicuitina para ser, a continuacion,
degradadas por el proteasoma. La degradacion de proteinas mediada por
este sistema juega un papel central en el control de numerosos procesos
incluyendo la progresion por el ciclo celular, la transduccion de sefial o la
regulacion transcripcional, entre otros. Defectos en este sistema de
degradacion pueden conducir a condiciones patoldgicas incluyendo la

transformacion neoplasica (Hershko & Ciechanover, 1998).
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Figura 4: Mecanismos de control del ciclo celular. El punto de control de la replicacién
del ADN previene la activacion de los complejos CDK1-Ciclina A y CDK1-Ciclina B
mediante la activacion de la cascada de quinasas ATR-Chk1 que fosforila e inactiva
Cdc25C inhibiendo la entrada en mitosis. En el punto de control del ensamblaje del huso
mitético Mad2 y otras proteinas inhiben la activacion del factor Cdc20 que se requiere para
la ubicuitinacion y degradacion proteasomal de la securina previniendo asi la entrada en
anafase. Ante la deteccion de un dafio en el ADN se activan las quinasas ATM y ATR
poniendo en marcha dos mecanismos: la ruta Chk1/2-Cdc25A que bloquea la fase S, ya

sea a su entrada o a lo largo de ella, y la ruta p53-p21 que conduce a un arresto en G1, S
y G2 (Lodish et al., 2004).

3.1. El proteasoma

El proteasoma 26S es un macrocomplejo proteolitico de unos 2500 kDa
compuesto por dos tipos de subcomplejos: la particula central 20S y la
particula reguladora 19S, también conocida como PA700. El complejo
central 20S alberga las actividades proteoliticas mientras que la particula
reguladora 19S es la responsable del reconocimiento, desubicuitinacion y
desplegamiento de los sustratos poliubicuitinados (Figura 5) (Kunjappu &
Hochstrasser, 2014).

La particula central 20S tiene forma de barril y esta formada por 28
subunidades repartidas en 4 anillos heptaméricos apilados. Los dos anillos
exteriores son idénticos y estan constituidos por 7 subunidades a distintas.
Son los encargados de regular la entrada de los sustratos a la camara

proteolitica interior. Esta esta formada por los dos anillos interiores, también
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idénticos entre si, constituidos por 7 subunidades (3 diferentes, tres de las

cuales poseen actividades cataliticas (51, f2 y 35) (Farras et al., 2005).

La entrada del sustrato a la camara proteolitica esta bloqueada por un
mecanismo topolégico y se requiere la uniéon de la subunidad reguladora
19S para que sea accesible. Esta particula abre una via de acceso para el
sustrato a la vez que le ayuda en su desplazamiento al interior de la camara.
Esta constituida por mas de 17 subunidades repartidas en dos
subestructuras: la base y la tapa. La base contiene un anillo de ATPasas en
contacto directo con la particula 20S que controla la apertura del orificio del
proteasoma 20S mientras que la tapa es esencial para la eliminacién de las

ubicuitinas unidas al sustrato (Farras et al., 2005; Finley, 2009).

Seven distinct a-subunits
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Figura 5: Componentes del complejo proteasomal 26S. El proteasoma 26S esta
constituido por la particula central 20S y la particula 19S que regula la entrada del sustrato
poliubicuitinado. Modificado a partir de (McNaught et al., 2001).

3.2. La ubicuitinacion de los sustratos.

La ubicuitina es una pequefia proteina de 76 aminoacidos que se une
covalentemente a residuos lisina de los sustratos proteicos mediante un
mecanismo de tres pasos secuenciales (Figura 6). La ubicuitina es activada
por la enzima El en una reaccién dependiente de ATP y transferida a
continuacion a la enzima de conjugacion de ubicuitina o E2. Finalmente, la
ligasa E3 de ubicuitina une especificamente al sustrato proteico y media la

transferencia de la ubicuitina al mismo. La sucesiva adicién de ubicuitinas
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genera una cadena de poliubicuitinas que sirve de sefial para que la proteina
sea degradada por el proteasoma 265 (Welchman et al., 2005).
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Figura 6: Via de degradacion ubicuitina-proteasoma. En la ubicuitinacién de un

sustrato proteico intervienen tres actividades enzimaticas: E1, E2 y E3. El sustrato

poliubicuitinado es degradado por el proteasoma y las ubicuitinas recicladas (Nakayama &

Nakayama, 2006).

Las ligasas E3 de ubicuitina juegan un papel central en la degradacion
selectiva de proteinas mediada por la via ubicuitina proteasoma ya que son
las que reconocen de forma especifica al sustrato. Existen dos clases
principales de ligasas E3 dependiendo del tipo de dominio que posean: la
familia HECT y la familia RING. Las primeras se unen de forma covalente a
la ubicuitina durante el proceso de ubicuitinacién mientras que las de la
familia RING no interaccionan directamente con la ubicuitina sino que

median su trasferencia desde la E2 al sustrato (Wertz & Dixit, 2010).

Los miembros de la familia RING pueden funcionar como
monodmeros, como dimeros o como complejos multiméricos. La
dimerizacién generalmente ocurre a través del dominio RING o las regiones
cercanas y puede dar lugar a homodimeros, como en los casos de cIAP o
TRAF2, o heterodimeros, como los formados por MDM2 y MDMX o por
BRCA1 y BARDI1. En los complejos multiméricos el reconocimiento del
sustrato lo realiza una subunidad proteica diferente a la que posee actividad
ligasa que esta enlazada a ella a través de varias proteinas adaptadoras
(Metzger et al., 2012).
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3.3. Ligasas E3 implicadas en el control del ciclo celular

En el control del ciclo celular estan implicadas dos ligasas E3 de la familia
RING: SCF, que recibe su nombre de sus componentes principales (Skpl,
Cullin y proteina F-box) y APC/C (anaphase promoting complex/ciclosome).
Ambas pertenecen a la subfamilia de las cullinas o CRL (cullin RING ligase) y
forman complejos multiméricos (Figura 7). Dentro del complejo las
proteinas Cull o Apc2 hacen la funciéon de andamio molecular de SCF y
APC/C, respectivamente. Por un lado se unen a la proteina que posee el
dominio RING, Rbx1 en el caso de SCF y Apcll en el caso de APC/C, las
cuales, a su vez, reclutan a la enzima E2 conjugada a la ubicuitina. Por el
otro lado Cull y Apc2 se enlazan a la subunidad que reconoce
especificamente el sustrato a través de moléculas adaptadoras. En el caso de
SCF el reconocimiento del sustrato la realiza una proteina F-box, mientras
que en el complejo APC/C son las proteinas Cdc20 o Cdh1 las que reclutan
el sustrato (Bassermann et al., 2014; Nakayama & Nakayama, 2006).
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Figura 7: Estructura y sustratos de las ligasas E3 de ubicuitina SCF y APC/C. Las
ligasas E3 SCF y APC/C son complejos multiméricos constituidos por varias subunidades
proteicas. EI componente variable de cada complejo es la proteina encargada del
reconocimiento del sustrato: las proteinas F-box Skp2, Fbxw7 y B-TrCP en el caso del
complejo SCF y las proteinas Cdc20 y Cdh1 en el complejo APC/C. Se muestran sustratos
de cada subunidad variable de SCF y APC/C (Nakayama & Nakayama, 2006).
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Una diferencia fundamental entre ambos complejos reside en la forma
en la que reconocen al sustrato. El complejo APC/C reconoce motivos
especificos presentes en la estructura primaria del sustrato, como los
motivos D-box o KEN-box, mientras que los complejos SCF, en la mayoria
de los casos, solo reconocen al sustrato después de su fosforilacion en unos
determinados residuos mediada por quinasas especificas (Yamasaki &
Pagano, 2004).

3.3.1. Control del ciclo celular por el complejo APC/C

Segun lleve unida la proteina activadora Cdc20 o Cdh1, el complejo APC/C
acttia sobre unos sustratos diferentes en el periodo del ciclo celular que va
desde mitad de la mitosis hasta el final de la fase G1, jugando un papel
fundamental en el control de la progresion mitdtica, la salida de mitosis y el
establecimiento de G1 (Nakayama & Nakayama, 2006).

APC/CCd0 esta activa desde prometafase hasta telofase y entre sus
sustratos se encuentra la securina. Durante la metafase las cromatidas
hermanas permanecen unidas gracias a la acciéon del complejo cohesina. La
securina se une e inhibe a la separasa, que es una enzima que rompe el
complejo cohesina dando lugar a la separacion de las cromatidas hermanas.
La degradacion de la securina por APC/CCd20 permite, por tanto, el inicio de
la anafase. La actividad de APC/CCd20 esta controlada por el punto de
control del ensamblaje del huso mitético. En presencia de cinetocoros no
ensamblados al huso mitético proteinas como Mad2 y BubR1 se activan y se
unen a Cdc20 inhibiendo su funcién. De esta manera se evita que la anafase
comience antes de que los cromosomas estan correctamente alineados y
fijados al huso mitético lo que podria conducir a defectos en la segregacion
cromosomica. Ademas de la separasa, la E3 ligasa APC/CCd20 también
controla la degradacion de las ciclinas mitoticas, Ciclina B y Ciclina A,
disminuyendo la actividad de CDK1 (Peters, 2006).

APC/CCdnl permanece inactiva desde el final de la fase G1 hasta
mitosis tardia debido, en parte, a la fosforilacion de Cdhl mediada por
CDKs que previene su unién al complejo APC/C. La disminuciéon de la

actividad de CDK1 en mitosis conduce a la activacion del complejo
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APC/Ccdnt (Skaar & Pagano, 2009). Entre sus sustratos se encuentran las
quinasas mitéticas Aurora A, Aurora B y Plkl, las Ciclinas A y B y la
fosfatasa Cdc25A lo que conduce a la completa inactivaciéon de CDK1 y
promueve la salida de mitosis. APC/CCdh! media, ademas, la degradacion de
Cdc20, inactivando el complejo APC/CCd0, y de Skp2, una de las proteinas
F-box implicadas en el control del ciclo celular por la ligasa E3 SCF, lo que
resulta en la activacion de los inhibidores de CDKs p21 y p27. La
degradacion de Skp2 al inicio de G1 evita la activacion prematura del
complejo SCFsk2, promotor de la entrada en fase S. En la transicion G1/S la
fosforilacion de Cdhl mediada por CDK2 conduce a su disociacién de
APC/C y a la inactivacién del complejo. Posteriormente, en fase S un
complejo SCF todavia por identificar promueve la degradacion de Cdhl

(Bassermann et al., 2014).

La actividad APC/C esta regulada ademas por su asociacion con el
pseudosustrato inhibidor EMI1 que facilita la inactivaciéon de APC/C desde
G1 tardia hasta mitosis temprana. Su degradacion mediada por SCF#FTCP al

inicio de mitosis permite la activaciéon de APC/C (Frescas & Pagano, 2008).

3.3.2. Control del ciclo celular por el complejo SCF

El complejo SCF esta implicado principalmente en la degradacién de
proteinas desde G1 hasta el principio de mitosis. Las proteinas F-box son los
componentes del complejo SCF encargados del reconocimiento especifico
del sustrato proteico. Se clasifican en tres categorias: las que poseen
dominios WD40 (FBXWs), las que contienen repeticiones ricas en leucinas
(FBXLs) y las que contienen otros dominios (FBXOs). Las principales
proteinas F-box implicadas en el control del ciclo celular son: Fbxw7 y (-
TrCP, de la categoria FBXW, y Skp2, perteneciente a la clase FBXL
(Nakayama & Nakayama, 2005).

SCFskp2 esta activo durante las fases S y G2 y es responsable de la
degradacion de varios reguladores negativos del ciclo celular entre los que
se encuentran varios inhibidores de CDKs. La disminucién de la actividad
APC/Ccdnt gl final de G1 conduce a la acumulacién de su sustrato Skp2 y,

como consecuencia, a la degradacion proteasomal de p21, p27 y p57, lo que
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conlleva la activacion de CDK1 y CDK2 y la progresion por las fases S, G2 'y
M. Debido a su papel promotor de la division celular este complejo
ubicuitina ligasa se comporta como un oncogén y es frecuente encontrarlo

sobreexpresado en canceres humanos (Frescas & Pagano, 2008).

SCF#FTCP estd implicado en la degradacion de proteinas que juegan un
papel tanto positivo como negativo en la progresion por el ciclo celular
pudiendo comportarse como oncogén o como supresor tumoral. Entre sus
dianas se encuentran las fosfatasas Cdc25A y Cdc25B, que contribuyen a la
activacion de las CDKs mediante la eliminacién de residuos fosforilados, y
la quinasa Weel, que fosforila CDK1 inhibiendo su actividad. SCFF-TCP esta
implicado en la respuesta al dafio en el ADN contribuyendo a la
disminucion de la actividad CDK1 mediante la degradacion de Cdc25A,
previniendo asi la progresion por el ciclo celular antes de que el ADN esté
reparado (Chen et al., 2015).

SCFfx7 esta considerado un supresor tumoral debido a que esta
implicado en la degradacion proteica de numerosos oncogenes entre los que

se encuentran la Ciclina E, cMyc, cJun y Notch-1 (Welcker & Clurman, 2008).

En la Figura 8 se muestra un esquema del control de las diferentes

fases del ciclo celular mediado por el sistema ubicuitina-proteasoma.

3.4. Fbxw7

Fbxw7 es el componente encargado del reconocimiento del sustrato en el
complejo ligasa E3 de ubicuitina SCF**7. La proteina Fbxw7 humana tiene
3 isoformas, a, 3 y v, producidas por splicing alternativo de su mARN. Cada
mARN consiste en un primer exon especifico de cada isoforma seguido de
diez exones comunes, lo que permite un control transcripcional distinto para
cada isoforma. El extremo N terminal variable contiene las sefiales de
localizacion que dirigen a cada isoforma a un compartimento subcelular:
Fbxw7a, que es la isoforma mas abundante, se localiza en el nucleoplasma,
Fbxw7( en el citoplasma y Fbxw7y en el nucleolo. Las tres isoformas
comparten varios dominios de interaccion con proteinas: el dominio F-box,

que recluta al resto del complejo ligasa de ubicuitina SCF mediante su union
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Figura 8: Esquema del control de la progresion por ciclo celular mediado por el
sistema ubicuitina-proteasoma. Las cajas azules indican proteinas activas, mientras que
los nombres sin caja indican proteinas inactivas o degradadas. Durante G1 (a) las
quinasas CDK1 y CDK2 se mantienen inhibidas por la presencia de los inhibidores p27 y
p21 y por la degradacion de las Ciclinas A y B y de Cdc25A por APC/C®™. A partir de
G1/S (b) Emi1 se une e inhibe a APC/C®", el complejo SCF®*** se activa y ubicuitina p21
y p27, las Ciclinas E y A se unen y activan a CDK2 que, a su vez, contribuye a la
inactivacion de APC/C®" mediante la fosforilacion de Cdh1. La quinasa CDK1 permanece
inactiva por la fosforilacion mediada por Wee1 y la degradacion de la fosfatasa Cdc25A
por SCF*™". A medida que avanza la fase S la Ciclina E es autofosforilada por el
complejo CDK2-Ciclina E lo que conduce a su degradacion por SCFr (c). En G2 tardia
SCF*T™" promueve la activacién de CDK1 mediante la degradacion de Wee1. En mitosis
(d) SCF*""®" degrada Emi1 liberando al complejo APC/C de su inhibidor. EI complejo
APC/C®** degrada la securina dando inicio a la anafase y degrada las Ciclinas A y B
inactivando a la quinasa CDK1 (Cardozo & Pagano, 2004).

directa a Skp1, el dominio WD40 que media el reconocimiento del sustrato y
un dominio de dimerizacién (DD) (Welcker & Clurman, 2008).

La unién de Fbxw?7 al sustrato proteico a través del dominio WD40 se
produce tras su fosforilacion en un motivo consenso denominado
fosfodegron. Este motivo, presente en todos los sustratos conocidos de
Fbxw?7, consiste en un residuo fosforilable en la posiciéon central seguido de
una prolina y de otro residuo fosforilable en posicion +4. La fosforilacion del
residuo fosforilable central es mediada, en muchos casos, por la quinasa
GSK3. En algunos sustratos la secuencia del fosfodegrén se aleja ligeramente
de la 6ptima, por ejemplo por la presencia de un aminoacido cargado en
lugar del residuo fosforilable en posicién +4, lo que disminuye su afinidad
por la proteina F-box (Cheng & Li, 2012; Davis et al., 2014).
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La proteina Fbxw7 puede dimerizar a través de su dominio D. La
presencia de dos dominios WD40 permite la unién simultanea de dos
fosfodegrones que pueden estar localizados en la misma proteina, como
ocurre en el caso de la Ciclina E (Welcker & Clurman, 2007). Ademas, la
dimerizaciéon promueve la degradacion del sustrato ya que amplia el
numero de residuos de lisina del sustrato susceptibles de ser ubicuitinados
(Davis et al., 2014)

La mayoria de los sustratos de Fbxw?7 son oncogenes implicados en
un amplio rango de canceres humanos entre los que se encuentran la Ciclina
E, cMyc, Notch, cJun, mTOR o Aurora A. Fbxw?7 es, por tanto, un supresor
tumoral y se han encontrado mutaciones en varias neoplasias humanas
incluyendo cancer de colon, estémago, colangiocarcinoma y leucemia
linfoblastica aguda de células T (Akhoondi et al., 2007; Welcker & Clurman,
2008). Entre las mutaciones mads frecuentes se encuentran aquellas que
afectan a los residuos de arginina implicados en el establecimiento de las
interacciones con el fosfodegron de los sustratos (R465, R479 y R505) (Hao et
al., 2007; Orlicky et al., 2003) lo que conduce a una reducida afinidad de los
sustratos por Fbxw?7. Otro mecanismo de inactivacion de Fbxw?7 descrito en
canceres humanos incluye la accién de varios miARNs oncogénicos que

suprimen la expresion de Fbxw7 (Wang et al., 2014).

4. El complejo transcripcional AP-1

4.1. Miembros del complejo transcripcional AP-1

El complejo transcripcional AP-1 estd compuesto por distintas
combinaciones de dimeros formados por factores de transcripcion que
contienen en su estructura el motivo de cremallera de leucina (bZIP). Los
componentes del complejo AP-1 mas conocidos son los miembros de la
familias Jun (cJun, JunB y JunD) y Fos (cFos, FosB, Fral y Fra2), los cuales se
unen al ADN mediante un motivo basico de unién a ADN. Miembros de las
familias ATF (ATF2, ATF3 y B-ATF), MAF (v-Maf, c-Maf, MafB, MafF, MafG,
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MafK y Nrl) y las parejas de dimerizacién de Jun (JDP1 y JDP2) son también
parte del complejo transcripcional AP-1 (Jochum et al., 2001; Shaulian &
Karin, 2001).

4.2. Regulacion de la actividad AP-1

La actividad de los diferentes miembros del complejo transcripcional AP-1
depende del contexto celular en el que se expresen. Pueden tanto activar
como reprimir la transcripcion de sus genes diana y entre los mecanismos
que afectan a su actividad se incluye su regulacién transcripcional y post-
traduccional, la dimerizacién selectiva entre los diferentes miembros y las

interacciones con otras proteinas reguladoras (Chinenov & Kerppola, 2001).

4.2.1. Regulacion transcripcional y post-traduccional

La transcripcion de los miembros de la familia AP-1 es inducida de manera
rapida y transitoria por diferentes estimulos tales como factores de
crecimiento, citoquinas inflamatorias o estreses genotdxicos como la
radiacién UV, que desencadenan la activacion de las MAPKSs de las familias
JNK, ERK1/2 o p38. Las MAPKs fosforilan diferentes factores de
transcripcion que activan la expresion de los distintos miembros AP-1
aumentando, por tanto, el numero de complejos AP-1 y afectando, como
consecuencia, la transcripcion de los genes diana de AP-1 (Eferl & Wagner,
2003; Shaulian & Karin, 2002).

Ademas de inducir su expresién transcripcional, las MAPKs pueden
fosforilar directamente a los miembros AP-1 regulando su actividad. Por
ejemplo, la quinasa JNK se une a cJun y lo fosforila en su extremo N
terminal lo que resulta en un aumento de su capacidad transcripcional y de
su estabilidad proteica. La habilidad de JNK para fosforilar JunB es mas
controvertida. Posee un sitio de unioén para JNK pero carece de los residuos
de serina aceptores e inicialmente se descarté que fuera fosforilado por esta
quinasa (Kallunki et al., 1996). Sin embargo, un estudio posterior (Li et al.,

1999) mostrd que JNK si fosforila a JunB en las treoninas 102 y 104 afectando
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a su habilidad para controlar la expresion de IL-4 en células T (Eferl &
Wagner, 2003; Shaulian, 2010).

La actividad de los miembros de la familia AP-1 también puede verse
afectada por otras modificaciones post-traduccionales como ubicuitinacién o
sumoilacién. JunB, por ejemplo, es sumoilado en células T lo que regula su
habilidad para inducir la expresion génica de determinadas citoquinas
(Garaude et al., 2008).

4.2.2. Composicion del dimero formado

Los componentes del complejo transcripcional AP-1 poseen en su estructura
proteica dos importantes dominios estructurales: un dominio de unién al
ADN y un dominio de cremallera de leucina. La dimerizacién a través de
este ultimo es esencial para que se produzca la unién al ADN. Gracias a ella
se produce el solapamiento entre las dos regiones basicas de unién al ADN
formandose una superficie continua de contacto con el ADN en la que cada
monomero interacciona con unos residuos especificos del ADN (Figura 9)
(Chinenov & Kerppola, 2001; van Dam & Castellazzi, 2001).

u

J
{2 %
hed

TGAGTCA

{

Figura 9: Estructura del complejo transcripcional AP-1 unido al ADN. Se muestra la
estructura del heterodimero cJun-cFos unida a una secuencia TRE del ADN. Adaptado de
(Chinenov & Kerppola, 2001).

Los diferentes miembros AP-1 pueden formar tanto homodimeros

como heterodimeros transcripcionalmente activos, a excepcién de los
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miembros de la familia Fos que solo son capaces de formar heterodimeros
con otros miembros AP-1. Las afinidades de unién al ADN vy las
capacidades de transactivaciéon varian considerablemente entre los
diferentes miembros AP-1. En el caso de la familia Jun, por ejemplo, cJun es
el que exhibe un mayor potencial transactivador que aumenta al
heterodimerizar con cFos mientras que su dimerizaciéon con JunB lo atentia.
Ademas, diferentes dimeros AP-1 pueden actuar antagonistamente sobre la
expresion de un mismo gen (Bakiri et al., 2000; Jochum et al., 2001; Shaulian
& Karin, 2001).

Los dimeros AP-1 se unen al ADN a través de elementos de respuesta
a TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato), conocidos como motivos TREs
(5-TGAG/CTCA-3'), y de elementos de respuesta a cAMP, o motivos CREs
(5-TGAGCTCA-3’), que se encuentran en un amplio rango de promotores y
regiones reguladoras del ADN. Los dimeros formados por Jun y Fos se unen
con una afinidad ligeramente superior a la secuencia de reconocimiento AP-
1/TRE frente a la secuencia AP-1/CRE. Sin embargo, su heterodimerizacién
con miembros ATF suele dirigirlos preferentemente a secuencias CRE
(Chinenov & Kerppola, 2001; Shaulian & Karin, 2001).

4.2.3. Uniodn a otras proteinas

Los factores de transcripcion AP-1 también pueden interaccionar con
coactivadores transcripcionales que no se unen directamente al ADN y con
otras proteinas de union al ADN no relacionadas estructuralmente con ellas.
Entre estas ultimas se encuentran varios factores de transcripciéon como
NFAT, ETS y SMAD que pueden activar o reprimir la transcripcion en
conjuncion con las proteinas AP-1 mediante la unién a elementos
reguladores adyacentes a los sitios AP-1. Los complejos multiproteicos
formados son mas estables que los complejos formados por los factores de
transcripcion individuales en sus correspondientes sitios de reconocimiento.
Su interacciéon puede dirigir a los componentes AP-1 a secuencias
promotoras que solo ligeramente se parecen a los motivos consenso AP-1

fomentando la unién a elementos reguladores a los que las proteinas
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individuales no se unen. (Chinenov & Kerppola, 2001; Mechta-Grigoriou et
al.,, 2001)

4.3. Funciones fisioldgicas de AP-1. Implicacién en cancer

El complejo transcripcional AP-1 convierte las sefales extracelulares en
cambios de expresion de genes diana especificos que poseen sitios de union
AP-1 en su promotor o en regiones reguladoras. Sus efectos son variables y
dependientes tanto del contexto celular como de los miembros AP-1
implicados. Puesto que los motivos AP-1 estan presentes en un gran nimero
de genes, AP-1 regula numerosos procesos celulares fundamentales
incluyendo proliferacion, diferenciacion, respuesta inmune, apoptosis y
respuesta a estrés, y es esencial para numerosas funciones fisiologicas a
nivel de todo el organismo. AP-1 esta implicado en diversas patologias,
notablemente en cancer debido a sus multiples efectos sobre el destino
celular (Eferl & Wagner, 2003; Piechaczyk & Farras, 2008; Shaulian & Karin,
2002).

El papel de AP-1 en la proliferacion celular se sugirid inicialmente en
base a la observacion de que su actividad estd inducida por estimulacion
mitogénica y que las diferentes proteinas Fos y Jun tienen patrones de
expresion diferentes durante la progresion por el ciclo celular (Jochum et al.,
2001). Actualmente, se han identificado diferentes genes diana de AP-1 que
relacionan directamente la expresion de AP-1 con la maquinaria del ciclo
celular y se ha observado que los diferentes miembros AP-1 pueden tener
funciones opuestas en la regulaciéon de la proliferacion celular (Lopez-
Bergami et al., 2009; Shaulian, 2010). Ademas de su habilidad para regular la
proliferacion celular y la supervivencia, las proteinas AP-1 son capaces de
modular la matriz extracelular afectando, por tanto, la invasividad y las
capacidades metastaticas del tumor (Eferl & Wagner, 2003) y contribuyen a
la angiogénesis aumentando la habilidad de los tumores de adaptarse a la
ausencia de oxigeno (Folkman, 2004; Laderoute, 2005). Ademas, la
capacidad del complejo transcripcional AP-1 para regular las respuestas

inflamatorias también contribuye al desarrollo del cancer (Shaulian, 2010).

43



Introduccion

5. Papel de JunB en la proliferacion celular

5.1. Regulacion de JunB durante el ciclo celular

JunB se expresa en numerosos tipos celulares y su abundancia varia durante
la progresion del ciclo celular. La expresion de JunB en células quiescentes
es muy baja. Sin embargo, aumenta considerablemente en respuesta a la
estimulacion mitogénica alcanzando un maximo de expresion durante la
transicion GO0/G1 antes de regresar a niveles intermedios. En células
proliferativas, sus niveles son bajos durante las fases M y G1 temprana,
aumentando a medida que la célula progresa a través de G1 y entra en la
fase S, hasta experimentar una brusca caida en la transicion G2/M (Figura
10) (Kovary & Bravo, 1991; Lallemand et al., 1997; Piechaczyk & Farras,
2008).

JunB

GO0 G1 S G2 M G1 ) G2 M

Figura 10: Variacion de los niveles de JunB durante el ciclo celular. Adaptado de

(Piechaczyk & Farras, 2008).

La regulacion de los niveles de JunB durante el ciclo celular es
necesaria para el correcto desarrollo del mismo. Si sus niveles se mantienen
elevados en mitosis se produce un retraso considerable de la profase a la
anafase y una citoquinesis anormal (Farras et al., 2008). La disminucién de
los niveles de JunB en la transicion G2/M es debida a su degradacion
mediada por el sistema ubicuitina-proteasoma (Perez-Benavente et al., 2013).
El mecanismo molecular encargado de su regulacion ha sido objeto de

estudio de esta tesis doctoral.
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5.2. JunB: oncogén o supresor tumoral

Varios estudios sugieren que JunB es un regulador negativo de la
proliferaciéon celular. A diferencia de cJun cuya sobreexpresion es suficiente
para la transformacion de fibroblastos murinos inmortalizados, la
sobreexpresion de JunB no solo no transforma estas células sino que inhibe
la transformaciéon mediada por cJun (Schutte et al, 1989). Ademas,
fibroblastos embrionarios derivados de ratén transgénico donde JunB esta
sobrexpresado muestran una reduccion significativa de la transformacion
mediada por v-ras o v-src. Estas células presentan defectos en la
proliferacién debido a la extension de la fase G1. La acumulacién de JunB
induce la expresion del inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas
pl6™K4a que inhibe la actividad quinasa del complejo CDK4/6-Ciclina D1
resultando en una fosforilaciéon reducida de pRb y, por tanto, en una
progresion retardada de la fase G1 a S (Passegue & Wagner, 2000). La
sobreexpresion de JunB parece, ademas, tener un efecto antagdénico en la
induccién de Ciclina D1 mediada por cJun en G1 conduciendo a un bloqueo

de las células antes de la entrada en la fase S (Bakiri et al., 2000).

La actividad antioncogénica de JunB ha sido confirmada también in
vivo con el uso de ratones JunB deficientes que contienen un transgén JunB.
Dicho transgén fue capaz de rescatar la letalidad producida en los
embriones JunB deficientes, pero su expresién estaba silenciada en las
células mieloides. La consecuencia observada fue el desarrollo de una
leucemia mieloide progresiva con un incremento en la proliferacion de las
células granulociticas progenitoras (Passegue et al., 2001). En linea con los
resultados obtenidos en los modelos experimentales de ratéon, se ha
observado la inactivacion de la expresion de JunB por metilacion de su
promotor en pacientes con leucemia mieloide crénica (Yang et al., 2003) y la
disminucion de su expresién en pacientes con leucemia mielode aguda
(Dorsam et al., 2004; Steidl et al., 2006). Ademas, JunB regula negativamente
la proliferacion de células madre hematopoyéticas sugiriendo que los
procesos oncogénicos que conducen a tumores mieloides comienzan en

estas células (Passegue et al., 2004).

45



Introduccion

Sin embargo, JunB muestra también actividad promotora del
crecimiento celular. La expresion de JunB es necesaria para la entrada de
nuevo en el ciclo celular tras un estado quiescente (Kovary & Bravo, 1991).
JunB puede cooperar con cJun en el desarrollo de fibrosarcoma en ratén
(Bossy-Wetzel et al.,, 1992) y en ratones cJun deficientes es capaz de rescatar
los defectos proliferativos asociados a la pérdida de cJun (Passegue et al.,
2002). JunB activa la expresiéon de la interleuquina-4 y conduce a la
diferenciacion de linfocitos T helper (Li et al., 1999). Notablemente, la
expresion de JunB es necesaria para la adecuada progresion de las células
por la fase S del ciclo celular ya que activa transcripcionalmente a la Ciclina
A2 (Andrecht et al., 2002). En linea con esta actividad promotora de la
divisién celular, JunB estd sobreexpresado en algunos canceres humanos
contribuyendo al desarrollo neoplasico, concretamente en linfoma
anaplasico de células grandes (LACG) y ciertos linfomas de Hodgkin
(Mathas et al., 2002; Rassidakis et al., 2005) y también en cancer de pecho y
de estémago (Kharman-Biz et al., 2013; Lee & Kim, 2012).

La implicacion de JunB en cancer es, pues, dependiente del contexto
celular. En la Figura 11 se muestran las dianas transcripcionales de JunB
implicadas en el ciclo celular identificadas hasta la fecha que ponen de
manifiesto el papel dual de este factor de transcripcién en la promocion de

la divisién celular.

JunB

//
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Ciclina D1 Ciclina A Ciclina A Ciclina B

! } b
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Figura 11: Papel dual de JunB en el ciclo celular. Entre las dianas transcripcionales
conocidas de JunB se encuentran el inhibidor de quinasas dependientes de ciclina p16'NK‘m
al que activa y la Ciclina D1 sobre la que ejerce una accién negativa. Es por ello que a
JunB se le ha atribuido un papel como inhibidor de la proliferaciéon. Sin embargo, JunB
también tiene como diana transcripcional a Ciclina A2, a la que activa durante la fase S,
jugando por tanto también un papel como promotor de la division celular. Adaptado de
(Piechaczyk & Farras, 2008).
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6. Linfoma anaplasico de células grandes

6.1. Caracteristicas generales de LACG

El linfoma anaplasico de células grandes (LACG) es un tipo de linfoma no
Hodking constituido por células T linfoides grandes y de formas irregulares
con abundante citoplasma y ntcleos polilobulados que expresan de manera
constante el receptor CD30. Representa alrededor del 3% de todos los
linfomas no Hodgkin en adultos y el 10-15% de los linfomas en nifios y
aproximadamente la mitad de ellos expresa de manera aberrante la proteina
quinasa ALK debido a traslocaciones cromosdmicas que implican al locus de
ALK (Medeiros & Elenitoba-Johnson, 2007). De ellas, la mas comun es
t(2,5)(p23;935) que fusiona el gen de la nucleofosmina (NPM) con el de ALK
dando lugar a la proteina quimérica NPM-ALK que combina el dominio
catalitico de ALK con el dominio N terminal de NPM (Morris et al., 1994). El
gen ALK codifica un receptor tirosina quinasa de la superfamilia de los
receptores de insulina y esta normalmente silenciado en las células linfoides.
Sin embargo, a consecuencia de la traslocaciéon cromosdmica se sittia bajo
regulacion del promotor fuerte del gen de NPM que es expresado de forma
ubicua. La proteina de fusion resultante dimeriza gracias a la presencia del
dominio de oligomerizacion de NPM lo que da lugar a la autofosforilacion
de AKT y a su activacion constitutiva (Amin & Lai, 2007; Palmer et al., 2009).

6.2. Mecanismos por los que NPM-ALK media el desarrollo tumoral

La oncoproteina NPM-ALK promueve el desarrollo tumoral a través de la
interaccién con numerosas moléculas que conducen a la activacion de
diversas rutas de sefializaciéon como son JAK/STAT, PI3K/AKT y MEK/ERK
dando lugar a una proliferacion celular incrementada y a la inhibicion de la
apoptosis (Amin & Lai, 2007; Chiarle et al, 2008). Algunos de los
mecanismos descritos hasta la fecha mediados por estas rutas de
senalizacion en LACG ALK+ y que contribuyen a la proliferacion y la

supervivencia celular se muestran en la Figura 12.
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Figura 12: Esquema de las principales rutas de sefalizaciéon activadas por la
oncoproteina de fusion NPM-ALK en LACG ALK+. La activacion constitutiva de ALK
conduce a la activacion de varias rutas de sefializacién que promueven la proliferacion
celular y la supervivencia. Modificado a partir de (Piccaluga et al., 2010).

6.2.1. Ruta de senalizacion JAK/STAT en LACG ALK+

Los factores de transcripcion de la familia STAT se activan por fosforilacion
mediada por tirosina quinasas, lo que favorece su dimerizacién y su
traslocacion al ntcleo donde activan la transcripciéon de numerosos genes.
Una de las familias de tirosina quinasas que fosforila a los factores de
transcripcion STAT son las quinasas Janus (JAK) que se unen a receptores de
citoquinas y se activan mediante su autofosforilacion en residuos tirosina.
Ademas de la familia JAK, los factores de transcripcién STAT también
pueden activarse mediante su interaccion con receptores tirosina quinasa,
tales como los receptores de factores de crecimiento derivados de plaquetas
(PDGF) y los epidérmicos (EGF), o por la acciéon de tirosinas quinasa

citoplasmaticas, tales como Src y Abl (Levy & Darnell, 2002).

STAT3 esta constitutivamente activo en LACG ALK+. NPM-ALK
media esta activacion de forma directa a través de su unién y fosforilacion a
STAT3 y de forma indirecta al unirse a JAK3 promoviendo su
autofosforilacion. Ademas, la expresion de la fosfatasa Shpl que modula la

sefializacion JAK/STAT via su unién a JAK y la desfosforilacion de residuos
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clave de tirosina esta disminuida, contribuyendo a la activacion de STAT3.
Este factor de transcripcion ejerce sus efectos bioldgicos en LACG ALK+
regulando positivamente la expresiéon de multiples genes que promueven la
proliferaciéon y la supervivencia celular. Ademas de JAKS3/STATS,
JAK2/STATS5 también parece estar constitutivamente activada por NPM-
ALK contribuyendo a la proliferacion celular (Amin & Lai, 2007; Chiarle et
al., 2008; Pearson et al., 2012).

6.2.2. Ruta de senalizacion PI3K/AKT en LACG ALK+

La ruta PI3K/AKT regula una amplia variedad de procesos celulares criticos
para la tumorigénesis incuyendo proliferacion, supervivencia, crecimiento y
movilidad. La quinasa PI3K estd compuesta por una subunidad catalitica
(p110) y una reguladora (p85). NPM-ALK se une y activa PI3K a través de
su subunidad reguladora p85 en células LACG ALK+ lo que conduce a la
fosforilacion de sus efectores AKT1/AKT2. AKT ejerce un efecto
antiapoptodtico secuestrando la proteina proapotdtica Bad. Previene ademas
la localizacion nuclear del miembro FOXO3A de la familia de factores de
transcripcion Forkhead lo que conduce a la inhibicién de su actividad
transcripcional. Esto resulta en un aumento de la expresion de Ciclina D y
una disminucién de p27 y de BIM favoreciendo la supervivencia celular y la
progresion por el ciclo celular. PI3K/AKT contribuye junto a la ruta
MEK/ERK a la activacion de mTOR en LACG favoreciendo la supervivencia
celular. mTOR fosforila las proteinas p70S6K y S6RP que estimulan la
traduccion de proteinas y la biogénesis de ribosomas, estimulando el
crecimiento celular. Fosforila también a la proteina de unién del factor
eucariotico de iniciacion 4E, EIF4EBP1, lo que conduce a su disociaciéon de
EIF4E promoviendo la traduccion de mARNs dependiente de caperuza
(Amin & Lai, 2007; Chiarle et al., 2008; Pearson et al., 2012).

6.2.3. Ruta de senalizacion MEK/ERK en LACG ALK+

La sefializacion mediada por las quinasas ERK1/ERK2 promueve

proliferacién, supervivencia celular, diferenciacion y migracion. Estas
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serina/treonina quinasas son activadas por muchos factores de crecimiento a
través de una cascada de quinasas que es iniciada por la activacion de la
GTPasa Ras. Ras activa a Raf-1 que a su vez activa las quinasas MEK1/2 que
finalmente fosforilan y activan ERK1/ERK2. La activacién de Ras por
tirosinas quinasas es mediada via proteinas adaptadoras que contienen
dominios SH2 y SH3 tales como Grb2, Shc e IRS-1, las cuales interaccionan
con NPM-ALK en LACG ALK+ induciendo la activacién de Ras y la
consecuente activaciéon de ERK1/2 (Amin & Lai, 2007; Pearson et al., 2012).

Por otro lado, la fosfolipasa C gamma (PLC-y) esta fisicamente
asociada a NPM-ALK y contribuye a su potencial transformante. La
activacion de PLC-y a través de su interacciéon con receptores tirosina
quinasas conduce a la hidrdlisis de fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) en dos
mensajeros secundarios: inositol trifosfato (IP3) soluble y diacilglicerol
(DAG) (Akhoondi et al, 2007) asociado a membrana. IP3 estimula la
liberacién de calcio del reticulo endoplasmatico y DAG se une y activa a la
quinasa PKC contribuyendo al activacion de ERK1/ERK2. Dos principales
efectores de la sefializacion mediada por MEK/ERK en LACG ALK+ son
JunB y mTOR (Amin & Lai, 2007; Chiarle et al., 2008; Pearson et al., 2012).

6.3. Papel de JunB en LACG ALK+

La transcripcion de JunB esta promovida por la sefalizacion MEK/ERK en
LACG ALKH+. Las quinasas ERK1/ERK2 fosforilan el factor de transcripcion
Ets-1 que promueve la transcripcion de JunB. Ademas, la sefalizacion
mediada por mTOR estimula la traducciéon de JunB en estas células

contribuyendo a su acumulacidn (Staber et al., 2007; Watanabe et al., 2012).

JunB juega un papel esencial en la patogénesis de LACG en parte a
través de la induccion del promotor de CD30 (Watanabe et al., 2005). CD30
es un receptor transmembrana y miembro de la superfamilia de receptores
del factor de necrosis tumoral (TNF) cuya expresion se encuentra
incrementada en otros tipos de linfoma ademas de LACG como son el
linfoma de Hodgkin o ciertos linfomas difusos de células B grandes (de
Leval & Gaulard, 2010). En todos estos linfomas se encuentra una

correlacion entre los altos niveles de CD30 y la expresion incrementada de
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JunB (Rassidakis et al., 2005). De hecho, se ha identificado un mecanismo
autoregulatorio por el cual CD30, a su vez, induce la expresion de JunB a
través de la ruta de sefializacion de la MAPK ERK1/2, contribuyendo de esta
manera a mantener elevados sus niveles de expresién (Watanabe et al., 2005).
Ademas de su papel en la induccién de CD30, también se ha descrito un
papel de JunB como activador transcripcional de la serina proteasa
citotoxica Granzima B que podria estar implicada en la invasividad del
LACG ALK+ (Pearson et al., 2011).

Pese al reconocido papel de JunB en la patogénesis de estos linfomas,
los mecanismos moleculares por los que JunB contribuye a su desarrollo

neoplasico estan poco caracterizados.
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Objetivos

Los objetivos planteados para esta tesis doctoral fueron los siguientes:

1. Caracterizaciéon del mecanismo molecular que regula el recambio

metabodlico de JunB en la transicion G2/M del ciclo celular.

2. Identificacién de nuevas dianas transcripcionales de JunB implicadas en
el control del ciclo celular a través de las cuales pudiera estar

contribuyendo al desarrollo tumoral.
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1. Obtencion de ADNs

1.1. ADNs y plasmidos

Los plasmidos pTRE2, pIRES2-EGFP y pHygr son de Clontech y pcDNA3

de Invitrogen.

Los diferentes mutantes de JunB se generaron mediante mutagénesis
dirigida con el kit QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis de
Stratagene a partir de JunB etiquetado con el epitopo HA y clonado en el
vector pcDNA3 (Farras et al., 2008).

Los plasmidos para la generacion de las lineas celulares estables,
pTRE2-JunB-HA-IRES-EGFP y  pTRE2-5251A/T255A/S29A-JunB-HA-IRES-
EGFP, se obtuvieron por clonacién de JunB-HA y S251A/T255A/S259A-JunB-HA
en pTRE2-IRES-EGFP (Farras et al., 2008).

En la Tabla 1 se muestra la procedencia de las construcciones de ADN

utilizadas que no fueron generadas en el laboratorio.

1.2. Transformacion de bacterias por choque térmico

La transformacion de bacterias quimicamente competentes One Shot TOP 10

E. Coli (Invitrogen) se llevé a cabo por choque térmico. Para ello se introdujo
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Tabla 1: Construcciones de ADN utilizadas

‘ Construccion ADN Procedencia
AKT(E40K)-HA P.K. Vogt (The Scripps Research Institute)
Flag-Cdc20 M. Pagano (Howard Hughes Medical Institute)
Flag-Cdh1 M. Pagano (Howard Hughes Medical Institute)
DDX11-Flag E. Noguchi (Drexel University College of Medicine)
Flag-Fbxw7aR465A C. Bonne-Andrea (Centre Reserche Biochimie Macromoléculaire)
Flag-Fbxw7a O. Sangfelt (Karolinska Institutet)
Myc-GSK3p Addgene
Hisg-Ubicuitina M.S. Rodriguez (CIC bioGUNE)
Flag-Skp2 M. Pagano (Howard Hughes Medical Institute)

el ADN en un vial de células y la mezcla se incub6 en hielo durante 30 min.
A continuacion se realizd el choque térmico incubando las células a 42°C
durante 45 segundos seguido de 2 min de incubacién en hielo. Se afiadié 1
ml de medio LB (10 g/l de bacto-triptona, 5 g/l de bacto-extracto de levadura
y 10 g/l de NaCl) y las células se incubaron durante 1 h a 37°C. Finalmente,
se sembraron las células en placas de LB-agar (medio LB con 15 g/l de bacto-
agar) conteniendo los antibidticos adecuados para la seleccion y se dejaron

crecer un minimo de 16 h a 37°C.

1.3. Purificacion del ADN plasmidico

El ADN plasmidico utilizado en los experimentos se obtuvo de los cultivos
de E. Coli. Se aislaron colonias de las placas de LB-agar y se crecieron en

medio LB selectivo durante 16 h a 37°C y en agitacion.

Para la identificaciéon de transformantes positivos se utilizé un
método de purificaciéon de ADN plasmidico a pequena escala. Las colonias
aisladas de las placas de LB-agar se crecieron en 3 ml de medio LB selectivo
y se utilizé el kit High Pure Plasmid Isolation de Roche. La extraccion de
ADN plasmidico a gran escala se llevd a cabo con el kit Nucleobond Xtra

Maxi de Macherey-Nagel partiendo de 250 ml de cultivo.

Ambos Kkits se basan en el método alcalino de lisis (Birnboim & Doly,
1979) y utilizan columnas de intercambio aniénico para purificar el ADN

plasmidico. Una vez eluido el ADN se resuspendi6 en Tris 10 mM a pH 8.
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1.4. Electroforesis en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis horizontal en geles
de agarosa. Los geles se prepararon en tampoén TAE (40 mM de Tris-acetato
y 1 mM de EDTA) con una concentracién de agarosa entreel 1y el2 % en
funcién del tamafio de los fragmentos a resolver y en presencia de 0.5 pig/ml
de bromuro de etidio para visualizar los fragmentos de ADN. Las muestras
se mezclaron con tampén de carga 6x de Fermentas y la electroforesis se
llevo a cabo a 90 V en tampdn TAE. Se utilizaron marcadores de ADN de
Fermentas para estimar el tamafo de los fragmentos y se visualizaron las
bandas de ADN en un transiluminador de luz UV de Bio-Rad.

2. Cultivo celular de lineas celulares de origen humano

Todos los medios de cultivo, antibidticos y suplementos utilizados en el
mantenimiento y la generacion de las lineas celulares fueron adquiridos de
Gibco, excepto el medio de cultivo DMEM vy el antibidtico tetraciclina que
son de Sigma, el suero bovino fetal que es de Hyclone y la higromicina B

que es de Invitrogen.

2.1. Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas son de origen humano (Tabla 2) y su
mantenimiento se realizé a 37°C en una atmdsfera humidificada con un 5%
de COz. Para su manipulacidon en condiciones de esterilidad se utilizé una

cabina de flujo laminar tipo IIA de Telstar.

Las células U20S, UTA6, HeLa y HEK293T se crecieron en medio de
cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) y las células DLD1 y
DLD1/xW7- en medio McCoy’s 5A. Todas estas lineas celulares crecen
adheridas a la placa de cultivo y para despegarlas se utilizo tripsina-EDTA
al 0.05%. Las lineas celulares Jurkat, Karpas 299 y SU-DHL1 crecen en
suspension y en medio de cultivo RPMI (Roswell Park Memorial Institute)

1640. Todos los medios fueron suplementados con un 10% de suero bovino
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Tabla 2: Lineas celulares utilizadas

‘ Linea celular  Tipo celular Procedencia
Cedidas por Veronique Baldin (Centre de
U20s Osteosarcoma Recherche de Biochimie Macromoléculaire-
CNRS)
Osteosarcoma Cedidas por Veronique Baldin (Centre de
UTA6 - Recherche de Biochimie Macromoléculaire-
(clon derivado de U20S) CNRS)
. . L Cedidas por Erwin Knecht (Centro de
HEK293T Embrionarias de rifién Investigacion Principe Felipe)
Cedidas por Jonathon Pines (The Gurdon
Hela Adenocarcinoma de cérvix Institute and Department of Zoology,
University of Cambridge)
DLD1 Adenocarcinoma de colon Cedidas por Bert Vogelstein

(Howard Hughes Medical Institute)
Cedidas por Bert Vogelstein
(Howard Hughes Medical Institute)
Cedidas por Eloisa Jantus

DLD1 "W Adenocarcinoma de colon

Jurkat Leucemia de celulas T (Hospital General de Valencia)

Karpas 299 Linfoma anapléstico de Coleccion alemana de microorganismos y
células grandes cultivo celular (DSMZ)

SU-DHL1 Linfoma anapléstico de Coleccion alemana de microorganismos y
células grandes cultivo celular (DSMZ)

fetal, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. En el

caso de las Jurkat también se afiadi6 L-glutamina 2mM al medio de cultivo.

2.2. Generacion de lineas celulares estables

Para generar lineas celulares estables que expresen de forma condicional
JunB salvaje (wt-JunB) o el mutante S251A/T255A/S2s9A-JunB se utilizo el
sistema Tet-Off de Clontech. Este sistema de expresion se basa en la proteina
represora Tet de E. Coli (TetR) que, en ausencia de tetraciclina, se une a
secuencias del operador tet (tetO) bloqueando la transcripcion de genes. La
fusién entre una porcién de TetR y la region C-terminal del dominio de
activacion VP16 del virus del Herpes simple convierte a tetR en un activador
transcripcional. La proteina de fusidn resultante (tTA) se une en ausencia de
tetraciclina a secuencias TRE (elemento de respuesta a tetraciclina)
constituidas por varias copias del operador tetO, activandose asi la

expresion del gen de interés (Figura 13).
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Figura 13: Sistema de expresion condicional Tet-Off. En ausencia de tetraciclina el

elemento transactivador tTA expresado por el plasmido pTet-Off se une a la secuencia

TRE del promotor del vector pTRE2 que lleva insertado el gen de interés y activa su

expresion. Si hay presente tetraciclina, esta se une a tTA impidiendo su unién al promotor

y, por lo tanto, la expresion del gen de interés. Modificado a partir de www.clontech.com

Las lineas celulares estables se generaron a partir de células UTA6
(Englert et al., 1995). Estas células son un clon estable derivado de células
U20S que llevan el plasmido regulador pTet-Off el cual expresa el elemento
transactivador tTA. El vector pTRE2 contiene el elemento de respuesta a
tetraciclina (TRE), constituido por varias secuencias tetO, y en él se
insertaron las construcciones de ADN que expresan JunB salvaje o
S251A/T255A/S259A-JunB, etiquetadas ambas con el epitopo HA, junto con la
secuencia IRES-EGFP. Se generaron asi vectores bicistronicos en los que un
solo promotor dirige la transcripciéon de un ARN mensajero que se traducira
finalmente en dos proteinas independientes (Figura 14). De esta manera, la
expresion de la proteina fluorescente GFP sirve para identificar las células
que se han transfectado con éxito y que, por tanto, también expresaran la

proteina de interés.

Células UTAG6 se crecieron en medio DMEM suplementado con suero,
penicilina/estreptomicina y con 500 pg/ml del antibiotico geneticina (G418)
que selecciona las células portadoras del plasmido pTet-Off. Cuando las
células alcanzaron una confluencia del 80% se cotransfectaron con 1 ug del
plasmido pTRE2-JunB-HA-IRES-EGFP, pTRE2-S251A/T255A/S259A-JunB-HA-
IRES-EGEFP o el plasmido pTRE2-IRES-EGFP sin JunB para generar la linea
celular UTA6-Control y con 0.33 pg del plasmido pHygr que confiere
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resistencia a higromicina usando el reactivo de transfeccion FuGENE HD de
Roche a una ratio ADN:FuGENE de 1:3 y siguiendo las instrucciones del
fabricante. La transfeccion se realizo en presencia de 1 ug/ml de tetraciclina
y se utilizd medio de cultivo OptiMEM para preparar la mezcla de

transfeccién.

Vector pTRE2 [ e _ _

JunB IRES GFP poli A
Ribosoma
A - A
MARN 5 O
JunB IRES GFP
A\ A\

Figura 14: Esquema del vector bicistronico utilizado. La ORF o pauta abierta de
lectura de JunB esta clonada tras el promotor controlado por tetraciclina y a continuacién
se encuentra la secuencia IRES seguida de la ORF de GFP. Los ribosomas se unen tanto
al extremo 5’ de JunB como a la secuencia IRES del mARN transcrito traduciéndolo a dos
proteinas independientes. Modificado a partir de www.clontech.com.

Transcurridas 24 h se cambid el medio de cultivo por medio selectivo
conteniendo, ademas de 500 ug/ml de G418 y 1 pg/ml de tetraciclina, 150
ug/ml de higromicina B y se mantuvieron en cultivo durante varias semanas.
La expresion de GFP en los clones resistentes se comprobé mediante
microscopia de fluorescencia tras inducir las células durante 24 h en

ausencia de tetraciclina.

Todos los clones resistentes de cada linea celular se juntaron y las
poblaciones obtenidas se estimularon durante 24 h en ausencia de
tetraciclina y se hicieron pasar a través de un separador celular de alta
velocidad MoFlo (Beckman Coulter) en el servicio de Citémica del CIPF.
Este sistema permite la separacion de las células en funcion de alguna
caracteristica, como puede ser la emision fluorescente. Las células pasan a
través de un conducto donde son excitadas; slo aquellas que expresen GFP
emitiran fluorescencia lo que servira de sefial para ser separadas del resto.
De esta manera se consiguieron poblaciones enriquecidas en clones
positivos. Una vez recuperadas las células se mantuvieron en cultivo en

presencia de 1 pg/ml de tetraciclina.
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3. Tratamientos y ensayos celulares

Si no se especifica lo contrario, tras cada experimento las células se
recogieron de la siguiente manera: las células adherentes se lavaron con PBS
frio en la placa de cultivo y se recogieron en 5 ml de PBS frio con ayuda de
un rascador. Las células sedimentaron tras centrifugar 5 min a 200 g a 4°C y
se elimind el PBS. En el caso de las células que crecen en suspension, se
recogieron directamente del frasco de cultivo, se centrifugaron 5 min a 200 g
y se lavaron con PBS frio. En ambos casos las células se procesaron

inmediatamente o se guardaron a -80°C hasta su posterior procesamiento.

3.1. Tratamientos farmacoldgicos

Cuando se indica las células se trataron con los compuestos recogidos en la
Tabla 3.

Tabla 3: Tratamientos farmacologicos

.. Casa
‘ Compuesto Efecto Concentracion comercial
Cicloheximida Inhibe la sintesis proteica 100 pg/ml Fluka
. Interfiere en la organizacion .
Colcemida de los microtibulos 1 pg/mi Sigma
Inhibidor VIl GSK3p Inhibe la quinasa GSK3p 25 uM Calbiochem
LYS294002 Inhibe la quinasa PI3K 10-20 nM Cell Signaling
MG132 Inhibe el proteasoma 30 uM Biomol
Nocodazol Interfiere en la organizacién 40 ng/ml Fluka

de los microtibulos

- En exceso inhibe la sintesis .
Timidina de desoxinucleétidos 2.5mM Sigma

3.2. Sincronizacion de células

Para estudiar los fenémenos que ocurren en determinados momentos del
ciclo celular es necesario obtener poblaciones de células que se encuentren
sincronizadas en la misma fase del ciclo celular. La sincronizacion de células
puede conseguirse mediante el uso de inhibidores especificos que bloquean
la progresion a través de la fase S o de la mitosis (Jackman & O'Connor,
2001).
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3.2.1. Sincronizacion en G1/S

Para lograr la sincronizacion de las células en la transicion G1/S se suelen
utilizar inhibidores quimicos que bloquean la sintesis de ADN. Entre ellos se

encuentra la timidina, que en exceso inhibe la sintesis de desoxinucledtidos.

Para la sincronizaciéon en G1/S de células U20S o de las lineas
celulares estables derivadas del clon UTAG6 se realizé un doble bloqueo con
timidina. Se sembraron 6x105 células en placas de 10 cm de diametro y
transcurridas 24 h se afiadi6 al medio timidina a una concentracion final de
2.5 mM. La timidina se dej6 actuar 24 h, tiempo durante el cual las células
que se hallaban en fase S quedaron bloqueadas y el resto siguié progresando
por las diferentes fases del ciclo hasta alcanzar la fase S, quedando
bloqueadas al inicio de la misma. Debido a que las células quedan
bloqueadas a lo largo de toda la fase S y no en un punto concreto, un tinico
bloqueo con timidina no es suficiente para obtener una buena sincronizacion.
Se elimino la timidina del medio lavando las células 3 veces con medio
DMEM vy se dejé que las células progresasen normalmente por el ciclo
durante 12 h antes de afiadir otra vez timidina a una concentracién final de
2.5 mM. Este tiempo esta optimizado de acuerdo al tiempo que las células
tardan en completar su ciclo (que debe ser menor de 24 h) y es el adecuado
para asegurar que las células bloqueadas al inicio de la fase S la completen
totalmente antes del siguiente bloqueo y que las células que habian quedado
bloqueadas al final de la fase S no dispongan de tiempo suficiente para
completar el ciclo y volver a entrar en esa fase. La incubacién con timidina
durante otras 24 h conduce a que un elevado porcentaje de las células se
encuentren al inicio de la fase S cuando se liberen del bloqueo. Esta
liberacion se produce eliminando la timidina del medio mediante 3 lavados
con medio DMEM a 37°C. En este momento también se afiadio 40 ng/ml de
nocodazol para evitar que las células progresasen mas alla de mitosis ya que
el nocodazol interfiere en la polimerizaciéon de microtibulos arrestando las
células en prometafase. En el caso de las lineas celulares estables, la
sincronizacion se realizo en presencia de tetraciclina, que fue eliminada del

medio en este punto.
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3.2.2. Sincronizacion en G2/M

Se puede lograr una poblacion enriquecida en células en la transiciéon G2/M
mediante la adicién de drogas tales como nocodazol o colcemida que
intervienen en la polimerizacién de los microttibulos provocando el bloqueo

de las células en mitosis.

En el caso de las lineas celulares adherentes, la adicién de 40 ng/ml de
nocodazol al medio de cultivo entre 16 y 18 h antes de recoger las células fue
suficiente para obtener una buena sincronizacion de las células en G2/M.
Ademas, el hecho de que las células mitéticas experimentan un cambio de
morfologia haciéndose mas redondas y perdiendo adherencia a la placa de
cultivo, permite que mediante unos ligeros golpes se despeguen de la placa
y puedan separarse de las células que permanecen adheridas a la placa, las

cuales se encuentran mayoritariamente en fase G2.

En el caso de las lineas celulares procedentes de leucemia o linfoma el
tratamiento con nocodazol se realiz6 durante 24 h y debido a que estas
células crecen en suspension no fue posible la separacion entre las células en

fase G2 y las mitoticas.

3.3. Transfecciones transitorias

Las transfecciones transitorias se realizaron utilizando el reactivo de
transfeccion FuGENE HD de Roche a una ratio ADN:FuGENE de 1:3. Este
reactivo contiene una mezcla de lipidos y otros componentes que forma un

complejo estable con el ADN facilitando su entrada en las células.

Se sembraron 3x10° células por pocillo cuando los ensayos se
realizaron en placas de 6 cm de didmetro o 1.5x10¢ células cuando se
utilizaron placas de 10 cm. Trascurridas 24 h se cambi6 el medio de cultivo
suplementado con suero y antibiéticos y se transfectaron entre 0.5y 1 pg de
ADN en el caso de placas de 6 cm y entre 1.5 y 3 ug para los ensayos en
placa de 10 cm. La mezcla de los ADNs con el reactivo FuGENE HD se
prepar6 en medio OptiMEM vy se procedid siguiendo las instrucciones de
Roche. Normalmente, las células se cotransfectaron con el plasmido pIRES-

EGFP a modo de control de la transfeccién.
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Cuando la transfeccion se realizo en alguna de las lineas celulares que
expresan de forma condicional JunB, el medio de cultivo también contenia
tetraciclina, la cual se eliminé en el momento de la transfeccion para

permitir la expresion de JunB exdgeno.

Transcurridas entre 24 y 48 h desde la transfeccion se recogieron las
células y se congelaron a -80°C o se utilizaron inmediatamente para su

analisis.

3.4. Silenciamiento génico mediado por ARN de interferencia

La introduccion de ARN pequefio de interferencia (siARN por small
interfering ARN) en las células es una herramienta para silenciar de forma
especifica la expresion génica. Su accion se basa en la complementariedad de
secuencia entre la hebra antisentido del siARN (hebra guia) y el ARN
mensajero (nARN) del gen diana. Cuando el siARN penetra en la célula se
ensambla con el complejo RISC y se unen al mARN diana provocando su

ruptura y degradacion (Rana, 2007) (Figura 15).

YYY
NI
siARN
siARN entra en la célula via
transfeccién
YvYY .
XXX siARN
siARN se une a RISC
(RNA-induced silencing complex)
( RISC
FAT AT AN l ’ e
Las hebras del siARN se separan
\ P\ RISC activado
\s N\
El complejo siARN/RISC se
asocia con el mMARN
N YWy s

7’ NAAANA N

Ruptura del mARN diana

Figura 15: Silenciamiento génico mediado por ARN pequefio de interferencia
(siARN). El oligonucleétido de ARN de secuencia complementaria al mARN diana se
introduce en la célula por transfeccion donde se une al complejo RISC y se asocia al
mARN diana provocando su ruptura. Modificado a partir de www.scbt.com
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Se plaquearon 1.5x105 células por pocillo en placas de 6 cm en el caso
de lineas celulares adherentes y 3x105 células en el caso de células en
suspension 24 h antes de la transfeccion. El siARN de interés se mezcl6 con
500 pl de medio de cultivo OptiMEM y con 10 pl del reactivo de
transfeccion Interferine de Polyplus y tras 10 min de incubaciéon a
temperatura ambiente la mezcla se afiadi6 a las células. Los oligonucledtidos
utilizados vienen recogidos en la Tabla 4 y se usaron a una concentracion
final entre 8 y 100 nM dependiendo del siARN y de las células utilizadas. En
todos los experimentos se transfectaron células en paralelo con un siARN
control cuya secuencia no corresponde con ningtin gen conocido. Cuando la
disminucion de la expresion del gen de interés no resultd eficiente se realizé
un doble silenciamiento, repitiendo la transfecciéon 16 h después de la

primera con el fin de lograr un mejor silenciamiento.

En los experimentos en poblaciones celulares en crecimiento
asincronico las células se recogieron 48 h después de la transfeccion. En el
caso de células sincronizadas en G2/M se afiadi6é 40 ng/ml de nocodazol al
medio transcurridas 24 h desde la transfeccion y se dej6 actuar entre 16 y 24
h antes de recoger las células, bien todas juntas o bien separando las células

mitoticas de las adherentes (mayoritariamente en fase G2).
Tabla 4: Oligonucleétidos empleados en el silenciamiento génico

‘ Gen diana Referencia y casa comercial
JUNB-792 hebra sentido, 5’~AGACCAAGAGCGCAUCAAA-3’ de Eurogentec
JUNB-848 NM_002229 SASI_Hs01_00204774 de Sigma

GSK3a 56236 de Ambion

GSK3B s6241 de Ambion

CCNA2 ON-Targetplus SMART pool L-003205-00-0005 de Dharmacon
CCNB1 ON-Targetplus SMART pool L-003206-00-0005 de Dharmacon
Control Silencer Negative control No. 1 siRNA AM4611 de Ambion

3.5. Ensayos de vida media

Para estudiar la estabilidad de JunB y de sus diferentes mutantes se analizo
la disminucion de los niveles de proteina en presencia de cicloheximida que
es un inhibidor de la sintesis proteica. Células UTA6 se cotransfectaron con
1 pg de JunB-HA o sus mutantes, 1 pg de Flag-Fbxw7a o Flag-
Fbxw7aR465A y 0.5 ug del plasmido pIRES2-EGFP que sirvié de control de
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la transfeccion. Transcurridas 24 h se afiadié 100 pg/ml de cicloheximida y

se recogieron las células a intervalos de 2 h para preparar extractos proteicos.

Cuando en el ensayo de vida media se estudio la estabilidad de JunB
en presencia del inbibidor VIII de GSK3p este se afiadié 3 h antes de la

adicion de cicloheximida a una concentracion final de 25 pM.

El analisis de los niveles de proteinas se realizéo mediante SDS-PAGE
e inmunotransferencia como se describe en los apartados 5.3 y 5.4. La
densidad de las bandas obtenidas fue cuantificada usando el programa
ImageJ. En cada muestra los valores obtenidos para JunB se normalizaron
respecto a los de GAPDH y se expresaron como porcentaje de la cantidad

inicial de JunB.

4, Técnicas de analisis celular

4.1. Citometria de flujo

Para obtener informacion sobre la distribuciéon de las células en las
diferentes fases del ciclo celular se empleo la citometria de flujo. Esta técnica
permite el analisis célula a célula de diferentes parametros, como son el
tamafio y la complejidad celular y, en el caso de marcaje con algun

fluorocromo, la emision fluorescente.

4.1.1. Analisis del contenido de ADN de las células

Debido a la replicacion del ADN durante la fase S del ciclo celular las células
que se encuentran en G2 y en mitosis poseen el doble de ADN que las
células que estan en G1 o GO y las células que estan en S van aumentando su
contenido en ADN a medida que la replicacion avanza. Por lo tanto, la
determinaciéon del contenido en ADN de las células proporciona
informacion sobre la fase del ciclo celular en la que se encuentran. Para

determinar el contenido de ADN de cada célula se realizé6 un marcaje con
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yoduro de propidio, fluorocromo que de forma estequiométrica se une a
ADN o ARN intercalandose entre sus bases y se detectdé su emision

fluorescente por citometria de flujo.

Las células se tripsinizaron y recogieron en PBS y se fijaron con etanol
al 70% a -20°C durante 1 h como minimo. A continuacién se elimind el
etanol mediante dos lavados con PBS y las células se resuspendieron en 500
ul de solucion de PBS conteniendo 50 pg/ml de yoduro de propidio y 0.1
mg/ml de RNasa A y se incubaron durante 30 min a 37°C en oscuridad. La
medida de la fluorescencia emitida por el yoduro de propidio se realizd en

un citémetro de flujo FC500 de Beckman Coulter.

4.1.2. Ensayo de incorporacién de EAU

Un método complementario al descrito en el apartado anterior y que
proporciona una medida del nimero de células en fase S activa es la medida
de la sintesis del ADN. Esta se puede realizar mediante un ensayo con el
reactivo EdU (5-etinil-2’-desoxiuridina) (Invitrogen), nucledsido analogo a la
timidina que se incorpora al ADN a medida que este se va sintetizando. Una
vez incorporado su deteccion se realiza gracias a una reaccion covalente tipo

click entre el grupo alquino del EdU y una azida conjugada a un fluoréforo.

Las células se trataron con EAU 2 pM y se incubaron durante 1 h a
37°C. Se tripsinizaron y recogieron en PBS y se fijaron con etanol al 70% a -
20°C durante 1 h. Tras eliminar el etanol lavando con PBS se afiadié la
mezcla de reaccidn preparada segun las indicaciones de Invitrogen
conteniendo la azida conjugada al fluoréforo Alexa Fluor 488. Las muestras
se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente y en la oscuridad. Tras
un lavado con PBS las células se resuspendieron en 500 pl de solucién de
PBS conteniendo 4 pg/ml de yoduro de propidio y 0.1 mg/ml de RNasa A y
se incubaron durante 30 min a 37°C en la oscuridad. La deteccion
simultdnea de la fluorescencia emitida por el yoduro de propidio y por el

fluoréforo Alexa Fluor 488 se realizo en el citometro de flujo.
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4.2. Microscopia de fluorescencia

Se colocaron laminas de 12 mm de diametro en el fondo de las placas de
cultivo donde se sembraron las células derivadas de UTA6 en medio
suplementado con suero, penicilina/estreptomicina y tetraciclina. Al cabo de
24 h se elimind la tetraciclina del medio de cultivo y la estimulacién se
mantuvo durante 24 h. Las células adheridas a las laminas se lavaron con
PBS frio y se fijaron con para-formaldehido al 4% (Electron Microscopy
Sciences) durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavaron las células con
PBS frio y se afiadieron 20 pl del medio de montaje Vectashield con DAPI
(Vector Laboratories). EI DAPI es un fluorocromo que se une al ADN de
doble cadena y permite visualizar los ntcleos de las células. Las laminas se
colocaron en portaobjetos para visualizarlas con el microscopio de

fluorescencia.

4.3. Analisis citogenéticos y FISH

Estos experimentos se realizaron en colaboracion con el Dr. Juan Luis Garcia

del Centro de Investigacion del Cancer en Salamanca.

Células UTA6-Control y UTA6-5251A/T255A/S259A-JunB  crecidas en
ausencia de tetraciclina durante 72 h o células Karpas299 y SUDHL-1 se
incubaron durante 2 h a 37°C con 1 pg/ml de colcemida, que interfiere en la
polimerizacion de los microtibulos, con el fin de obtener un mayor niimero
de células metafasicas. A continuacién se lavaron las células con PBS, se
recogieron (mediante incubacién con tripsina-EDTA en el caso de las células
adherentes) y se centrifugaron 5 min a 200 g. Se elimind el sobrenadante
dejando unos 200 pl para resuspender las células, se afiadieron 5 ml de
citrato sddico al 0.8% y las células se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente. La adicién de una soluciéon hipotoénica hincha las células dando
lugar a una mayor expansion de los cromosomas lo que facilita su posterior
visualizacion. Tras centrifugar de nuevo 5 min a 200 g y eliminar el
sobrenadante el precipitado se resuspendid completamente antes de afiadir
gota a gota 5 ml de solucidén fijadora compuesta por metanol y acido acético
glacial en proporcién 3 a 1. Se centrifugd 5 min a 200 g y se repitio el paso de

fijacion. Finalmente, las células se resuspendieron en 200 ul de la soluciéon
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fijadora y se dejo caer una gota de suspension celular desde unos 10 cm de
altura sobre un portaobjetos para microscopio. El fijador se evapor6 durante
1 h a temperatura ambiente y los cromosomas condensados se trataron con
tincion de Wright que tifie los cromosomas con diferentes intensidades
proporcionando un patrén de bandas especifico conocido como bandeo-G
(Moore, 2001). Se capturaron imagenes de las metafases utilizando el

sistema CytoVision de Applied Imaging.

La técnica de hibridacion fluorescente in situ o FISH (por Fluorescence
in Situ Hybridization) permite visualizar regiones concretas de los distintos
cromosomas mediante la utilizaciéon de sondas de ADN marcadas con un
fluoréforo que hibridan con la region cromosémica de interés. Para marcar
el centromero del cromosoma 7 se utilizé6 la prueba CEP 7 (D7Z1)
SpectrumGreen de Abbott Molecular que hibrida en el locus 7p11.1-q11.1
situado en el ADN satélite alfa que forma parte del centrémero. La
hibridacién se realizo utilizando el sistema HYbrite (Abbott Molecular)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las laminas se montaron en
solucion conteniendo 0.1 pg/ml de DAPI y se visualizaron mediante
microscopia confocal. La distancia media entre los centrémeros se calculd
utilizando el software OpenLab a una ampliacion de 100X. Para cada

experimento se contaron al menos 100 metafases.

5. Analisis de expresion proteica

5.1. Preparacion de extractos proteicos

En el momento de la extraccion proteica las células se descongelaron en
hielo y dependiendo de la cantidad de células recogidas se afiadi6 entre 50 y
150 ul de solucion triplex (50 mM tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 0.01% SDS,
1% Igepal y 0.5% desoxicolato de sodio) conteniendo el coctel de inhibidores
de proteasas Complete de Roche. Las células se incubaron en hielo durante
30 min y se centrifugaron a 16000 g durante 10 min a 4°C para eliminar los

restos celulares.
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5.2. Medida de la concentraciéon de proteinas

La medida de la concentraciéon de proteina en los extractos se realizé por el
método de Bradford (Bradford, 1976) que se basa en el desplazamiento del
maximo de absorcidon desde 465 nm a 595 nm que experimenta el colorante
Brilliant Blue G al formar un complejo con proteinas. La absorbancia a 595

nm es proporcional a la cantidad de proteina.

Se mezclaron 200 pl del reactivo de Bradford (Sigma) con 5 ul de los
extractos diluidos y se midid la absorbancia de las muestras a 595 nm. Se
empleé una curva patréon con concentraciones conocidas de BSA para

interpolar las concentraciones de las muestras.

5.3. Separacion electroforética de proteinas

La separacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes se llevd a cabo
mediante electroforesis vertical en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS (SDS-PAGE) segtin el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970).
Los geles de poliacrilamida utilizados se componen de dos regiones
diferentes: la parte superior del gel o gel de empaquetamiento o
concentrador, con un 5% de acrilamida-bisacrilamida a una ratio de 37.5:1
(Sigma), 0.1% de SDS y Tris 25 mM a pH 6.8, que permite que todas las
proteinas se concentren en la superficie del gel inferior y este tltimo,
llamado gel de separacion o de resolucién, conteniendo entre un 8 y un
12.5% de acrilamida-bisacrilamida, en funcién del tamafio de las proteinas a
resolver, 0.1% de SDS y Tris 375 mM a pH 8.8. Para la polimerizacion de
ambos geles se anadi6 a las disoluciones 0.1% de persulfato amoénico y 0.1%
de TEMED.

Antes de cargar las proteinas en el gel los extractos proteicos se
desnaturalizaron mediante incubacién a 95°C durante 5 min en solucién
Laemmli (2% SDS, 0.1 M DTT, 50 mM Tris a pH 6.8, 6% sacarosa y 0.1%
azul de bromofenol). Se cargaron entre 10 y 50 pg de proteina por pocillo y
se utiliz6 el marcador de proteinas de amplio rango de Fermentas para

estimar el tamano de las proteinas separadas.
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Los geles se corrieron a un voltaje inicial de 80 V, que se incrementd
hasta los 120 V una vez las proteinas penetraron en el gel separador, en una
solucion conteniendo 25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS utilizando

tanques y fuentes de alimentaciéon de Bio-Rad.

5.4. Inmunotransferencia (Western blot)

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a membranas
de PVDF (Millipore). Las membranas de PVDF son muy hidrofébicas por lo
que antes de su uso se sumergieron en metanol durante 1 min, enjuagaron
con agua y equilibraron en tampdn de transferencia (0.6% tris y 0.31% acido
boérico). La transferencia se llevé a cabo en medio liquido durante 1 ha 4°Cy

100 V o bien durante 16 h a 14 V y temperatura ambiente.

Para comprobar la eficacia de la transferencia las membranas de
PVDF se tifieron con solucién de Ponceau S (0.1% Ponceau S y 1% acido
acético glacial) durante 5 min y destifieron ligeramente en H20 tipo IL. Para
eliminar completamente el tinte, las membranas se sumergieron en TBS-

Tween durante 10 min.

Las proteinas inmovilizadas en las membranas se detectaron con
anticuerpos especificos. Con el fin de bloquear las uniones inespecificas de
los anticuerpos con la membrana, esta se incubé como minimo durante 1 h
con solucién de bloqueo conteniendo un 5% de leche en polvo o, en el caso
de la deteccién de proteinas fosforiladas, un 5% del reactivo de bloqueo
Phosphoblocker de Cell Biolabs disueltos en el tampén de lavado TBS-
Tween (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl y 0.05% Tween-20). A
continuacion se realizé la incubacidon con el anticuerpo primario (Tabla 5)
diluido en soluciéon de bloqueo durante 2 h a temperatura ambiente o
durante 16 h a 4°C. Se realizaron tres lavados de 10 min con el tampoén TBS-
Tween antes de proceder a la incubacion durante 1 h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario apropiado acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP), enzima que cataliza la oxidacién del luminol dando un
producto luminiscente (Tabla 6). En el caso del anticuerpo primario anti-f3-
actina-HRP que directamente va conjugado a la HRP se realiz6 una tnica

incubacién de 1 h con el anticuerpo. Tras lavar la membrana tres veces con
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TBS-Tween se realiz6 la deteccion quimioluminiscente con el kit Amersham
ECL Western Blotting analysis system (GE Healthcare) o, para detecciones
que requirieron una mayor sensibilidad, el sistema SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). Para ambos revelados se
siguieron las instrucciones de los fabricantes. Se utilizaron peliculas
fotograficas Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare).

En algunas ocasiones, se eliminaron los anticuerpos unidos a las
membranas mediante doble tratamiento de 10 min cada uno con 200 mM de
glicina a pH 2.5 y 0.4% SDS. De esta manera las membranas pudieron

utilizarse de nuevo para la deteccion de otras proteinas.

Tabla 5: Anticuerpos primarios

Anticuerpo Especie Dilucion Casa comercial y referencia
Anti-AKT Policlonal de conejo 1:1000 Cedido por D. Burks
Anti-Ciclina A2 Policlonal de cabra 1:1000 Santa Cruz Biotech, sc-596-G
Anti-Ciclina B1 Monoclonal de ratén 1:1000 Santa Cruz Biotech, sc-245
Anti-Ciclina D1 Monoclonal de ratén 1:500 Cell Signaling, 2926
Anti-DDX11 Monoclonal de ratén 1:2500 Abnova, H00001663-M03
Anti-Flag Monoclonal de ratén 1:1000 Sigma, F3165

Anti-Frai Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz Biotech, sc-605
Anti-Fra2 Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz Biotech, sc-604
Anti-cFos Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz Biotech, sc-52
Anti-GAPDH Monoclonal de ratén 1:3000 Chemicon, MAB374
Anti-GFP Monoclonal de ratén 1:1000 Roche, 11814460001
Anti-GSK3 Monoclonal de ratén 1:1000 Calbiochem, 368662
Anti-GSK3-pS9 Policlonal de conejo 1:1000 Abcam, ab9769
Anti-GSK3-pS9/S21  Policlonal de conejo 1:1000 Cell Signaling, 9331
Anti-HA Monoclonal de rata 1:1000 Roche, 11802600
Anti-JunB Monoclonal de ratén 1:2500 Cedido por M. Yaniv
Anti-JunB-pS186* Policlonal de conejo 1:1000 Eurogentec
Anti-JunB-pS251* Policlonal de conejo 1:50 Eurogentec
Anti-JunB-pS259 Policlonal de conejo 1:1000 Abcam, ab30625
Anti-JunB-pT150* Policlonal de conejo 1:1000 Eurogentec
Anti-JunB-pT255* Policlonal de conejo 1:50 Eurogentec

Anti-cJun Monoclonal de conejo 1:1000 Cell Signaling, 9165
Anti-cJun-pS73 Monoclonal de conejo 1:1000 Cell Signaling, 3270
Anti-JunD Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz Biotech, sc-74
Anti-B-actina-HRP Monoclonal de ratén 1:10000  Abcam, ab20272

*Los anticuerpos contra JunB fosforilado en la S251, T255, T150 o S186 fueron obtenidos por Eurogentec
tras  inmunizar conejos con los péptidos EPQTVPEAR(p)SRDA, EARSRDA(p)TPPVSP,
CHKMNHVT(p)TPNVS y CTNLSSYS(p)SASAS, respectivamente, acoplados a hemocianina de lapa
californiana (keyhole limpet haemocyanin) y purificados por cromatografia de afinidad.
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Tabla 6: Anticuerpos secundarios

Anticuerpo Especie Dilucion Casa comercial y referencia
Anti-cabra-HRP Policlonal de asno 1:5000 Santa Cruz Biotech, sc-2033
Anti-conejo-HRP Policlonal de asno 1:5000 Santa Cruz Biotech, sc-2317
Anti-rata-HRP Policlonal de conejo 1:3000 Dakocytomation, P0450
Anti-rat6n-HRP Policlonal de conejo 1:5000 Sigma, A9044

6. Analisis de expresion génica

6.1. Extraccion de ARN

La extracciéon del ARN se realizé con el kit Ilustra RNAspin mini RNA
isolation kit de GE Healthcare siguiendo sus instrucciones. Brevemente, las
células se lisan en una solucién conteniendo mercaptoetanol y gran cantidad
de iones caotrépicos que desnaturalizan las proteinas, entre ellas las
ribonucleasas, evitando asi la degradacion del ARN durante el proceso de
extraccion. Los 4cidos nucleicos se unen a una membrana de silice que es
tratada posteriormente con DNasa I para eliminar al ADN. Tras lavar la

membrana, el ARN se eluye con H:O libre de RNasas.

La determinaciéon de la concentracion de las muestras revelé unas
ratios OD260nm/OD230nm por debajo de los valores 6ptimos, lo que indicaba
una posible contaminaciéon con sales o compuestos aromaticos. Para
purificar las muestras, la extracciéon de ARN se sigui6é de una precipitacion
con LiCl. La muestra se mezcl6 con un volumen igual de 6M LiCl (Sigma) y
se incub6 durante 2 h a -20°C. Se centrifugé 20 min a 16000 g y 4°C y el
precipitado se lavé con 500 ul de etanol al 70%. Una vez seco, el precipitado
se resuspendid en 30 pl de H20 libre de RNasas y se comprobd que las ratios

OD260nm/OD230mm eran superiores a 2 en todos los casos.

6.2. Medida de la concentracion de acidos nucleicos

Para determinar la concentracién de los acidos nucleicos se utilizd un

espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Un valor de
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OD26onm de 1 corresponde a una concentracion de 50 ng/ul en el caso de
ADN de doble cadena y de 40 ng/pl en el caso de ARN. La calidad de las
muestras se certificd por los ratios OD2sonm/OD2sonm que suele estar en el
rango de 1.8 - 2 en muestras puras y OD26onm/OD230nm cuyos valores 6ptimos

oscilan entre 1.8 y 2.2.

6.3. RT-qPCR

6.3.1. Transcripcidn reversa

En el estudio de la expresion de un determinado gen mediante PCR
cuantitativa a tiempo real el primer paso es retrotranscribir el ARN
mensajero a su ADN complementario (cADN). Para ello, se utilizé la
transcriptasa reversa SuperScript III de Invitrogen. Entre 1y 2 ug de ARN se
mezclaron con 300 ng de una combinacién aleatoria de cebadores, 1 pl de
una mezcla equimolar de dNTPs 10 mM y H2O libre de RNasas hasta un
volumen final de 13 pl. E1 ARN se desnaturalizé durante 5 min a 65°C e
inmediatamente se enfri6 a 4°C durante 1 min. Se afiadieron 4 pl del tampén
de reaccion al 5x, 1 pl de DTT 0.1 M, 1 ul de RNase Out y 1 ul de la
transcriptasa reversa Superscript Il y la muestra se incubd a 25°C durante 5
min seguido de 60 min a 50°C. La reaccién se inactivé subiendo la
temperatura a 70°C durante 15 min. El programa completo se realiz6 en un

termociclador de Eppendorf.

6.3.2. PCR cuantitativa a tiempo real (JPCR)

Las PCR cuantitativas se realizaron por triplicado con 1 ul de ADN a la
dilucion adecuada para conseguir unas condiciones de reaccién éptimas y 5
pl de la mezcla de reaccion Sybr Green I Master de Roche en un volumen
final de reaccion de 10 pl. La mezcla de reaccion contiene ademas de la Taq
polimerasa de ADN y los reactivos necesarios para la reaccion de
amplificacion el fluoréforo Sybr Green. Esta molécula aumenta
considerablemente su fluorescencia al intercalarse en el ADN de doble

cadena y la deteccion de su emisidon fluorescente permite calcular la
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cantidad de ADN presente en una muestra. Los oligonucleétidos empleados
asi como la concentracion a la que se utilizaron vienen recogidos en la Tabla

7. Excepto en los casos indicados los oligonucledticos fueron encargados a

Sigma.
Tabla 7: Oligonucleo6tidos cebadores para qPCR
‘ Gen Oligonucleétidos Concentracién
CCNA2 Directo 5-ATCAGTTATTGCTGGAGCTGCCT-3’ 0.3 uM
Inverso 5-TTCGTATTAATGATTCAGGCCAGCT-3’ 0.05 uM

CCNE1 Directo 5-AGACCCACAGAGACAGCTTGG-3’ 9.5 uM cac!a
Inverso 5-CTGCTCTGCTTCTTACCGCTC-3’ oligonucleétido

DDX11 PPH21151A de SABiosciences 0.4 uM cada
oligonucleétido

ERCC2 Directo 5-GTCACCATGGCAACCTTCACC-3’ 9.5 uM cgc!a
Inverso 5’-CACAGCAATATCCTCCCGGGT-3’ oligonucleétido

GAPDH Directo 5-CATCTTCCAGGAGCGAGATC-3’ 9.9 uM cadg
Inverso 5-GTTCACACCCATGACGAACAT-3 oligonucleétido

GUSB Directo 5-GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3’ 9.4 uM cac!a
Inverso 5-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3’ oligonucleétido

JUNB Directo 5-CCCCTACCGGAGTCTCAAAGC-3’ 9.5 uM cac!a
Inverso 5-GACAATCAGGCGTTCCAGCTC-3’ oligonucleétido

Promotor Directo 5-ATCTTCTGGGCTCTCTGCAA-3’ 0.4 uM cada
DDX11-A Inverso 5-CGGAGAGATGGTGTCAGTCA-3’ oligonucleétido

Promotor Directo 5-GGAATGAGTGCACTTGACCA-3’ 0.4 uM cada
DDX11-B Inverso 5-CTCCAACGTGCATCCTGAG-3' oligonucleétido

Promotor Directo 5-GAAAGGCTTGCTGCCCTTAT-3’ 0.4 uM cada
DDX11-C Inverso 5-TTCAGCGTTCCTCTGCTTTT-3’ oligonucleétido

Promotor Directo 5-TACTAGCGGTTTTACGGGCG-3’ 0.4 uM cada
GAPDH Inverso 5-TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA-3’ oligonucleétido

S26 Directo 5-CTGCACTAACTGTGCCCGATGCGTG-3 0.5 uM cada

Inverso

5-GACGCTCGCTTCAGAAATGTCCCTG-3’

oligonucleétido

La amplificaciéon de los ADNs y la deteccion de la fluorescencia se
llevaron a cabo en un termociclador LightCycler 480 de Roche. Las
reacciones consistieron en una incubacién previa de 5 min a 95°C para
activar la Taq polimerasa de ADN, seguida de 45 ciclos de 10 segundos de
desnaturalizaciéon del ADN a 95°C, 20 segundos a 60°C para permitir la
union de los cebadores y 20 segundos de elongacién a 72°C. A continuacion
se realizd una curva de desnaturalizacién incrementando la temperatura
desde 60°C a 97°C a una velocidad de 0.1°C/s para comprobar la

especificidad de la amplificacion.

Se realiz6 una cuantificacidon relativa de los datos segin el método
AACt descrito por Applied Biosystems (Livak & Schmittgen, 2001)
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normalizando las cantidades del gen de interés respecto a las de los genes de
referencia GAPDH, GUSB y S26. Los resultados se expresaron como

variaciones de expresion respecto a una muestra control.

6.4. Micromatriz para RT-qPCR de genes de ciclo celular

Para analizar simultaneamente la expresion diferencial de un conjunto de
genes mediante RT-qPCR se utilizaron placas de 96 pocillos comercializadas
por SABiosciences. Concretamente se utilizo la disefiada para estudiar genes
implicados en el ciclo celular humano (Human Cell Cycle RT? Profiler PCR
Array) que contiene oligonucleétidos especificos para 84 genes que juegan

un papel clave en la regulacion del ciclo celular.

Se sintetizd6 cADN a partir de 1 pug de ARN procedente de células
UTA6-Control y UTA6-5251A/T255A/Ses9A-JunB (estimuladas durante 48 h en
ausencia de tetraciclina) utilizando el kit RT? First Strand de SABiosciences y
siguiendo sus indicaciones. Se afiadié mezcla de reaccion RT> qPCR Master
Mix conteniendo Sybr Green (SABiosciences) a los cADNs sintetizados y
cada muestra se reparti6 homogéneamente en una de las placas de 96
pocillos conteniendo los oligonucleétidos. Las reacciones de amplificacion y
la detecciéon de la fluorescencia se llevaron a cabo en un termociclador
LightCycler 480 de Roche.

Para el analisis de los resultados se exportaron los datos de los Ct
obtenidos del termociclador a la plataforma de analisis proporcionada por
SABiosciences (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com) y la expresion de
cada gen se normalizé respecto a la media de los cinco genes de referencia

incluidos en la placa.

6.5. Analisis transcriptomico

Se realizo un analisis global de la expresion génica en células U20S que
fueron transfectadas con siARN control o con cada uno de los dos siARNs
dirigidos contra JUNB (siJunB-792 y siJunB-848). 48 h después del
silenciamiento se extrajo el ARN total de las células. Los ARNs procedentes

de tres experimentos independientes se enviaron a la Unidad de
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Investigacion Gendémica del CRP-Santé, en Luxemburgo, para su
hibridacién en una micromatriz comercial de Affymetrix conteniendo
sondas especificas para mas de 285.000 transcritos humanos (GeneChip
Human Transcriptome Array 2.0). El analisis de los resultados se describe en

el apartado 8.2.

7. Analisis de interacciones macromoleculares

7.1. Coinmunoprecipitacion de proteinas

La asociacion de proteinas in vivo se test6 mediante coinmunoprecipitacion
de proteinas. Para ello, células HEK293 o células U20S se cotransfectaron
con los pldsmidos conteniendo los ADNs de las proteinas de interés
etiquetadas con los epitopos HA o Flag y se recogieron 48 h mas tarde tras
haber sido tratadas durante las tiltimas 6 h con el inhibidor del proteasoma
MG132.

Las células se lisaron en 100 pl de tampon NETN (0.5% NP-40, 5 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI a pH 7.4 y 150 mM NaCl) conteniendo ademas
coctel de inhibidores de proteasas Complete de Roche, 5 mM de NaF, 2 mM
de NasVOs, condiciones tales que preservan las interacciones proteina-
proteina e inhiben la accion de proteasas y fosfatasas. Tras incubar en hielo
durante 20 min se centrifugé a 16000 g 10 min a 4°C y se reservd una parte
del extracto total para el posterior analisis. El resto del extracto proteico se
incubd con la matriz de afinidad anti-HA de Roche o con agarosa anti-Flag
de Sigma durante 16 h a 4°C y los precipitados se lavaron 5 veces en tampon
NETN. Los inmunocomplejos se eluyeron en la solucién Laemmli para
electroforesis y tras su incubacién durante 5 min a 95°C se analizaron junto

con el extracto proteico total mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia.

77



Metodologia

7.2. Ensayos de ubicuitinaciéon

Para analizar los conjugados de ubicuitina formados in vivo se siguié un
protocolo basado en el método descrito por (Treier et al., 1994). Células
U20S se cotransfectaron con JunB-HA o S251A/T255A/S2s0A-JunB-HA, Flag-
Fbxw?7 y Hise-Ubicuitina. Transcurridas 36 h desde la transfecciéon y tras
haber sido tratadas durante 6 h con el inhibidor del proteasoma MG132 las
células se lisaron en 2ml de una solucién desnaturalizante de hidrocloruro
de guanidinio 6 M, Na2HPO4/NaH2PO4 0.1 M y Tris-HC1 0.01 M a pH 8. Tras
centrifugar 15 min a 14000g se separaron 20 pl del sobrenadante para
obtener extracto proteico total que se precipit6 en 1 ml de acido
tricloroacético al 5% durante 1 h a temperatura ambiente. Tras un lavado
con acetona y 15 min de centrifugaciéon a 14000g el precipitado se
resuspendio6 en solucién Laemmli para electroforesis y se hirvié durante 5
min a 95°C. Para purificar los conjugados de ubicuitina del resto del
sobrenadante se utilizaron perlas magnéticas de Ni*-NTA (Quiagen) que
retienen proteinas fusionadas a histidinas. El extracto proteico se mezcl6 con
25 ul de perlas magnéticas y 10 mM de imidazol y se incubé durante 2h a
temperatura ambiente y en agitacion. Se realizaron a continuacion sucesivos
lavados con 2 ml de las siguientes soluciones: (1) hidrocloruro de guanidinio
6 M, imidazol 10 mM, Na2HPO4/NaH2PO4 0.1 M y Tris-HCl 0.01 M a pH §;
(2) urea 8M, imidazol 10 mM, NazHPO4/NaH:PO4 0.1 M y Tris-HC1 0.01 M a
pH 8; dos lavados con (3) urea 8M, imidazol 10 mM, Na2HPOs/NaH2POs 0.1
M, Tris-HC1 0.01 M a pH 6.3 y 0.2% tritén X-100; (4) urea 8M, imidazol 10
mM, NazHPO4/NaH2PO4 0.1 M, Tris-HC1 0.01 M a pH 6.3 y 0.1% tritén X-100
y (5) urea 8M, imidazol 10 mM, Na2HPO4+/NaH2POs 0.1 M y Tris-HC1 0.01 M
a pH 6.3. Finalmente, para eluir las proteinas ubicuitinadas se afiadié 50 pl
de solucion Laemmli y las muestras se hirvieron durante 5 min a 95°C. El
extracto total y el eluido se analizaron mediante SDS-PAGE e

inmunotransferencia.

7.3. Inmunoprecipitacion de cromatina

La inmunoprecipitacion de cromatina permite evaluar la asociacion in vivo

de proteinas a regiones especificas del genoma. Esto se consigue fijando las
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uniones ADN-proteina antes de lisar las células y purificando la proteina de
interés por inmunoafinidad. Los fragmentos de ADN purificados junto con
la proteina pueden analizarse bien por PCR cuantitativa a tiempo real para
estudiar la union de la proteina de interés a regiones definidas del genoma
(ChIP-gPCR) o bien analizarse por secuenciacién masiva para obtener
informacion sobre todas las regiones del genoma a las que se une la proteina
de interés (ChIP-seq). El protocolo seguido esta basado en el descrito por el

laboratorio de R. Young (Lee et al., 2006) y se esquematiza en la Figura 16.

| formaldehido y fragmentacién
de la cromatina
Inmunoprecipitacion de
Z 2 2 2 | la cromatina con el
anticuerpo de interés

AT
Reversion del entrecruzamiento y purificacién del ADN inmunoprecipitado
Secuenciacion y alineamiento =
sobre el genoma. - -— A'np\m_camon por 3_PCR
] con oligos especificos
—_

l Vo

ChiP-seq ChIP-gPCR

Figura 16: Representacion esquematica del proceso de inmunoprecipitacion de
cromatina. Modificado a partir de (Spivakov & Fisher, 2007)

7.3.1. Entrecruzamiento de las células con formaldehido

Entre 8x10¢ y 1x107 células (crecidas durante 24 h en ausencia de tetraciclina
en el caso de las células UTA6-control y UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB) se
fijaron con formaldehido al 1% durante 10 min. Se afiadié a continuacién
glicina 0.125 M para detener la reacciéon de entrecruzamiento y se dejo
actuar durante 15 min. Las células se lavaron 3 veces con PBS conteniendo
2.7 mM de EDTA antes de ser recogidas.
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7.3.2. Lisis celular y fragmentacion de la cromatina

Las células se lisaron en tampdn de lisis 1 (50 mM HEPES-KOH a pH 7.5,
140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% glicerol, 0.5% NP-40 y 0.25% Tritén X-100)
incubando 10 min a 4°C en agitacion. Tras centrifugar a 1350 g durante 5
min a 4°C se afladi6 tampdn de lisis 2 al precipitado (10 mM Tris-HCl a pH 8,
200 mM NaCl, 1 mM EDTA y 0.5 mM EGTA) y se incub6 durante 10 min a
temperatura ambiente en agitacion. Se centrifugd a 1350 g durante 5 min a
4°C y el precipitado se resuspendié en tampoén de lisis 3 (10 mM Tris-HCl a
pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.1% desoxicolato de
sodio y 0.5% sarcosil). Todos los tampones de lisis se suplementaron con el

coctel de inhibidores de proteasas Complete de Roche antes de su uso.

Los extractos celulares se sonicaron en un Bioruptor (Diagenode) para
fragmentar y solubilizar la cromatina, obteniéndose fragmentos de entre 100
y 600 pares de bases. Se anadi6 tritén X-100 al 1% y se centrifugé a 16000 g
durante 10 min a 4°C. En este punto se reservé una alicuota del extracto

total para ser usada como referencia en el posterior analisis.

7.3.3. Inmunoprecipitacion de la cromatina

La inmunoprecipitaciéon de la cromatina se llevo a cabo mediante incubacion
de las muestras durante 16 h a 4°C con 100 pl de perlas magnéticas
Dynabeads Protein G de Invitrogen previamente bloqueadas con 0.5% de
BSA en PBS e incubadas durante 6 h con 10 pg de anticuerpo contra JunB
(sc-73, Santa Cruz Biotechnology). En paralelo se realizé una
inmunoprecipitacién sin anticuerpo a modo de control negativo incubando
las muestras con 100 pl de las perlas magnéticas con proteina G bloqueadas
con BSA pero sin haber sido incubadas previamente con el anticuerpo
contra JunB. Tras la inmunoprecipitacion se realizaron 8 lavados con
tampon RIPA (50 mM HEPES-KOH a pH 7.6, 500 mM LiCl, 1 mM EDTA,
1% NP-40 y 0.7% desoxicolato de sodio) seguido de un ultimo lavado con
tampon TE-NaCl (10 mM Tris-HCl a pH 8, 1 mM EDTA y 50 mM NaCl). Se
afiadieron 210 pl de tampdn de elucion (50 mM Tris-HCl a pH 8, 10 mM
EDTA y 1% SDS) y las muestras se incubaron a 65°C durante 15 min con

agitacion periddica. Se separaron asi los complejos ADN-proteina de las
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perlas magnéticas. En este punto se recupero el extracto total no sometido a
inmunoprecipitacién y se le anadié tampdn de elucion hasta un volumen
final de 200 pl. Se revirtié el entrecruzamiento del extracto total, del
inmunoprecipitado con anticuerpo y del inmunoprecipitado sin anticuerpo

mediante incubacién a 65°C durante 16 h.

7.3.4. Purificacion del ADN

Se afiadié a las muestras 200 ul de TE (10 mM Tris-HCI a pH 8, 1 mM
EDTA) y se trataron con 0.2 mg/ml de RNasa A (Sigma) durante 2 h a 37°C,
seguido de tratamiento con 0.2 mg/ml de proteinasa K (Sigma) durante 2 h a
55°C. El ADN se extrajo mediante la adicién de un volumen igual al de la
muestra de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) en tubos Heavy
Phaselock Gel (5Prime) que facilitan la separacion de la fase acuosa y la
organica al formar una barrera entre ambas. Se siguieron las indicaciones
del fabricante y una vez separada la fase acuosa se mezcl6é con 200 mM de
NaCl y 30 pg de glucdgeno y se afiadieron 2 volimenes de etanol al 100%
para precipitar el ADN durante 30 min a -80°C. Se centrifug6é a 16000 g
durante 10 min a 4°C y tras un lavado con etanol al 70% el ADN precipitado
se resuspendi6 en 10 mM Tris-HCI pH 8.

7.3.5. Amplificacion de las regiones del promotor de DDX11

Regiones del promotor de DDX11 identificadas como posibles sitios de
unién de JunB se amplificaron mediante PCR cuantitativa a tiempo real
(qPCR) como se describe en el apartado 6.3.2. La cantidad de la secuencia de
ADN amplificada en el inmunoprecipitado se expresé como
enriquecimiento respecto al control negativo de la inmunoprecipitacion
(inmunoprecipitacion sin anticuerpo) y se utilizé el promotor de GAPDH, al

que JunB no se une, como referencia.

7.3.6. ChIP-seq

Fragmentos de ADN procedentes de cuatro inmunoprecipitaciones de

cromatina con anticuerpo anti-JunB en células U20S y en células K299 asi
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como sus correspondientes extractos totales se enviaron a la plataforma
Montpellier GenomiX (MGX) donde las muestras de cada linea celular se
mezclaron por parejas y se utilizo un equipo HiSeq 2000 de Illumina para su
secuenciacion. El analisis de los resultados de la secuenciacion se describe en

el apartado 8.1.

8. Analisis bioinformatico

Estos analisis se realizaron en colaboracion con Lorena de la Fuente y la Dra.

Ana Conesa del grupo Genomica de la Expresion Génica del CIPF.

8.1. Identificacion de sitios de uniéon de proteinas asociadas al genoma a
partir de datos de ChIP-seq

La secuenciacion, alineamiento y deteccion de zonas de unién de JunB al
genoma a partir de las muestras inmunoprecipitadas fue realizada en la
plataforma Montpellier GenomiX (MGX). El alineamiento de las secuencias
sobre el genoma humano (versidon hg19) se realiz6 con el software ELAND
del paquete CASAVA proporcionado por Illumina. La identificacién de las
regiones del genoma enriquecidas en la muestra inmunoprecipitada
respecto al extracto total se realizéd con el programa MACS (Model-based
Analysis for ChIP-seq) (Zhang et al., 2008).

Para el posterior andlisis de los datos procedentes del ChIP-seq se
utilizé el paquete BEDtools (Quinlan & Hall, 2010). Para cada linea celular se
compararon las listas obtenidas con el programa MACS (Zhang et al., 2008)
conteniendo las regiones de unién de JunB al genoma de las dos réplicas y
se consideraron sdlo aquellas regiones comunes a ambas réplicas. Se
compararon ademds entre si las regiones identificadas para cada linea
celular. La visualizacion de las regiones de unién de JunB al genoma
humano se realiz6 en la plataforma UCSC Genome Browser Viewer (hg 19)
(http://genome.ucsc.edu/) (Kent et al., 2002) junto con datos de ChIP-seq

realizados en siete lineas celulares distintas con anticuerpos contra las
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modificaciones de histonas H3K4mel, H3K4me3 y H3K27Ac y datos de
regiones sensibles al corte con DNasas segun resultados obtenidos en 125
lineas celulares distintas y depositados en la base de datos de ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements) (Rosenbloom et al, 2013). Para la
visualizacion directa de los fragmentos de ADN obtenidos de la
secuenciacion alineados sobre el genoma humano asi como de las regiones
de uniéon de JunB identificadas por el programa MACS se utiliz6 el
programa IGV (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdottir et al., 2013).

La busqueda de motivos se realiz6 con el paquete MEME (Bailey et al.,
2009). Concretamente, se utilizo la herramienta MEME-ChIP (Machanick &
Bailey, 2011) para la biisqueda de motivos enriquecidos en las regiones
inmunoprecipitadas y la herramienta FIMO (Grant et al., 2011) para la
busqueda especifica de los motivos consenso AP-1/TRE y AP-1/CRE
definidos segun la base de datos JASPAR (Mathelier et al., 2014) en cada

regic')n inmunoprecipitada.

Para asignar las regiones de unién de JunB al genoma a potenciales
genes diana se utiliz6 la herramienta GREAT (McLean et al., 2010) (version
hg19 del genoma humano) utilizando como regla de asociacién el criterio
del gen mas cercano (single nearest gene) hasta una distancia maxima de 10
kb.

8.2. Identificacion de genes diferencialmente expresados a partir de datos

de analisis transcriptomico

El andlisis transcriptomico se realizé en colaboracién con la Unidad de
Investigacion Gendémica del CRP-Santé, en Luxemburgo, dirigida por el Dr.
Laurent Vallar. Se utilizo el software Partek Genomics Suite para el analisis
de los resultados de la hibridaciéon y el lenguaje de programacion R para el
analisis estadistico de los resultados y la deteccion de los genes
diferencialmente expresados. Se aplico el método estadistico FDR (False
Discovery Rate) que corrige la probabilidad de error al realizar multiples

comparaciones y se consider¢ significativo un valor de FDR < 0.05.
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La comparacién de las listas de genes se realizé con el programa
BioVenn (Hulsen et al., 2008) que genera diagramas de Venn a partir de las

listas proporcionadas y permite identificar los genes comunes.

El analisis de las listas de genes en busca de términos de ontologia
génica (GO) (Ashburner et al, 2000) asociados a procesos bioldgicos
enriquecidos se realizé con el sistema de clasificacion PANTHER (version
9.0) (Mi et al., 2013a; Mi et al., 2013b), que aplica la correcciéon de Bonferroni
para multiples test, considerando significativos aquellos términos GO con
un valor p < 0.05. Se realizé tanto un analisis completo utilizando todos los
términos GO de procesos bioldgicos, como un andlisis simplificando con la
herramienta Panther GO-Slim que usa solo un conjunto seleccionado de
términos GO. El sistema de clasificacion Panther se utilizé también para

asignar el tipo de proteina codificada a los genes identificados.

8.3. Analisis de secuencias

Las secuencias génicas y proteicas se obtuvieron de la base de datos
Ensembl (Cunningham et al., 2015). La busqueda de motivos especificos en
las secuencias proteicas se realizé6 mediante la herramienta ScanProsite (de
Castro et al., 2006) del portal de recursos bioinformaticos EXPASy (Artimo et
al.,, 2012).
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Resultados 1:

Caracterizacion del mecanismo
molecular que regula la estabilidad de
JunB en G2

1. JunB es sustrato de la E3 ligasa Fbxw?7

Los niveles proteicos de JunB varian durante el ciclo celular. Aumentan a
medida que las células progresan a través de G1 y entran en fase S pero
disminuyen dramaticamente al llegar al final de G2. Resultados obtenidos
en nuestro laboratorio demostraron que la disminucion de los niveles
proteicos de JunB es necesaria para asegurar una mitosis correcta y es
dependiente de la via ubicuitina proteasoma (Farras et al., 2008; Piechaczyk
& Farras, 2008). Sin embargo, en estos estudios no se caracterizo el
mecanismo molecular que controla la degradacion mediada por el

proteasoma de JunB en G2 tardia.

En la via de degradacion ubicuitina proteasoma el componente
encargado del reconocimiento del sustrato es la enzima E3 ligasa (Hershko
& Ciechanover, 1998). Por tanto, el primer paso en la caracterizacion del
mecanismo de degradacion de JunB fue la identificacion de la E3 ligasa
encargada de su reconocimiento. El analisis de la secuencia proteica de JunB

mediante la herramienta ScanProsite (de Castro et al., 2006) nos permiti6
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identificar un posible sitio de unién para la proteina Fbxw7, componente

encargado de la union al sustrato en el complejo E3 ligasa SCFFxv7,

Los sustratos conocidos de Fbxw?7, tales como Ciclina E, cMyc o cJun,
poseen en su secuencia proteica un motivo consenso denominado
fosfodegréon que consiste en un residuo fosforilable en la posicién central
seguido de una prolina en +1 y de otro residuo fosforilable en posicién +4.
La fosforilacién de estos residuos permite la unién de la E3 ligasa Fbxw?7
que media la ubicuitinacion y degradacion de sus sustratos (Welcker &
Clurman, 2008). En el caso de JunB, la T255 y la 5259 cumplen los requisitos
para ser fosfodegron de Fbxw?7 (Figura 17).

JunB 249 ARSRDATPPVSPI
c-Jun 233 PEMPGETPPLSPI
c-Myce 52 KFELLPTPPLSPS
Ciclina E 374 LPSGLLTPPQSGK
Ciclina E 56 PCSLIPTPDKEDD

S/TPXXS/T/E
0 +4
Fosfodegrén
FBXW7

Figura 17: JunB posee un motivo fosfodegron para Fbxw7 en su secuencia proteica.
Se muestra el alineamiento de los fosfodegrones para Fbxw7 de algunos de sus sustratos
conocidos junto al identificado en JunB. Datos ampliados de (Hao et al., 2007)

Para analizar la interaccion entre Fbxw?7 y JunB se llevé a cabo un
ensayo de coinmuprecipitacion de proteinas en células U20S
cotransfectadas con plasmidos de expresion para JunB-HA y Fbxw7a salvaje
o su mutante Fbxw7a(R465A), etiquetados con Flag. El residuo R465 de
Fbxw?7 forma parte del dominio de unién al sustrato y esta implicado en
interacciones directas con los residuos fosforilables del sustrato (Hao et al.,
2007). Su mutante Fbxw7a(R465A) es incapaz de unirse a sus sustratos y
actia como dominante negativo anulando la funciéon de Fbxw?7 salvaje
(Akhoondi et al., 2007). Debido a que la interaccion entre una E3 ligasa y su
sustrato va seguida de la degradacion del mismo por el proteasoma,
afadimos a las células el inhibidor del proteasoma MG132. De esta manera
evitamos la degradacion de los sustratos y los posibles complejos formados
son mas faciles de detectar. En la Figura 18 se observa que al

inmunoprecipitar JunB con anti-HA también precipita Fbxw7 indicando que

86



Resultados

ambas proteinas interaccionan in vivo. Sin embargo, esta interaccién no se

produce con el mutante en el dominio de unién de Fbxw?7.

WEJunB-HA - + + - + +
Flag-FBXW7a + + - + + -
Flag-FBXWTaR A - - + - - +

tiFLAG | == wwws || = |FBXW7a

anti-HA — — e e (JunB

Extracto total IP: anti-HA

Figura 18: JunB interacciona con Fbxw?7 in vivo. Células U20S se cotransfectaron con
JunB-HA y con Flag-Fbxw7a o con su mutante en el dominio de unién al sustrato Flag-
Fbxw7aR465A y se recogieron 48 h después, tras haber sido tratadas previamente
durante 6 h con el inhibidor del proteasoma MG132. Los complejos proteicos se
inmunoprecipitaron con anti-HA (IP) y se analizaron mediante western blot junto con el
extracto proteico total. Para la inmunodeteccion de Fbxw7 y JunB se utilizaron los
anticuerpos anti-Flag y anti-HA respectivamente.

Para confirmar la especificidad de Fbxw?7 realizamos otro ensayo de
coinmunoprecipitacion en células HEK293T utilizando ademas de Fbxw7a y
su mutante Foxw7a(R465A) las E3 ligasas Skp2, Cdc20 y Cdhl, todas ellas
implicadas en la degradacion de reguladores del ciclo celular. Skp2 es otra

proteina F-box que forma parte del complejo SCF y Cdc20 y Cdhl son los

componentes encargados del reconocimiento del sustrato en el complejo E3

IP: anti-FLAG anti-JunB

anti-FLAG
Extracto total
-

—— —— —— anti-JunB

Figura 19: JunB interacciona especificamente con Fbxw7. Células HEK293T se
cotransfectaron con los plasmidos que codifican JunB-HA y las E3 ligasas Fbxw7a,
Fbxw7aR465A, Skp2, Cdh1 y Cdc20, todas ellas etiquetadas con el epitopo Flag. Antes de
recogerlas se trataron durante 6 h con el inhibidor del proteasoma MG132. Los complejos
proteicos se inmunoprecipitaron con anti-Flag (IP) y se analizaron junto con el extracto
proteico total mediante western blot con los anticuerpos anti-JunB y anti-Flag. El asterisco
indica una sefal no especifica.
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ligasa APC/C (Nakayama & Nakayama, 2006). Se cotransfectaron las células
con JunB-HA y con los plasmidos que codifican las E3 ligasas etiquetadas
con Flag y se inmunoprecipitaron los complejos proteicos con anti-Flag
(Figura 19). Solo en el caso de expresion de la proteina Fbxw?7 se detecta la
presencia de JunB en el inmunoprecipitado confirmandose la unién

especifica de JunB con esta E3 ligasa.

A continuacién analizamos si la interaccion entre JunB y Fbxw?7
influye en la estabilidad de JunB. La adiciéon de cicloheximida a células en
cultivo inhibe la sintesis proteica, por lo tanto la determinacién de los
niveles de proteina a diferentes tiempos tras la adicion de la droga
proporciona una medida de su estabilidad. Se comparé la estabilidad de
JunB en células U20S transfectadas con Fbxw7a salvaje o con el mutante
Fbxw7a(R465A) (Figura 20). JunB se estabiliza en presencia del mutante
dominante negativo Fbxw7a(R465A) comparado con las células que
expresan Fbxw?7a salvaje indicando que la unién JunB-Fbxw?7 determina la
estabilidad de JunB.

A B 120 —1
= 100
FBXW7a FBXW7aR465A =
0 2 46 02 4 6h S 8
2 —*—Fbxw7
—— - e | 0B g o0
SR | P ——— E 40 Fbxw7R465A
-

20

0
0 120 240 360
Tiempo caza (min)

Figura 20: La expresion de un mutante negativo de Fbxw7 aumenta la estabilidad de
JunB. (A) Células U20S se cotransfectaron con JunB-HA y con Flag-Fbxw7a o con su
mutante en el dominio de union al sustrato Flag-Fbxw7aR465A junto con un plasmido que
codifica GFP a modo de control de la transfeccion. Se afiadi6 cicloheximida al medio y se
recogieron células a los tiempos indicados. Se prepararon extractos proteicos y se
analizaron mediante western blot con anticuerpos contra JunB y contra GFP. (B) Se
realiz6 un andlisis densitométrico de las bandas obtenidas mediante la inmunodeteccion
de JunB y se representaron graficamente los valores con el fin de facilitar su comparacion.

Finalmente, para confirmar el papel de Fbxw?7 en la degradacion de
JunB en G2 tardia analizamos la expresién de JunB en células DLD1FBXW7--
sincronizadas. Estas células son un clon estable de la linea celular derivada
de cancer de colon DLD1 en el que ambos alelos del gen FBXW7 fueron

inactivados mediante la delecion de un fragmento del mismo (Rajagopalan

et al., 2004). Cuando los niveles de una proteina varian durante el ciclo
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celular no es sencillo apreciar diferencias de expresion en una poblaciéon de
células en crecimiento asincrénico. Por ello, se recurre a la sincronizacion de
células que permite obtener poblaciones celulares enriquecidas en la fase de
interés. En nuestro caso, puesto que los niveles de JunB disminuyen en
G2/M nos interesa analizar sus niveles en estas fases concretas del ciclo por
lo que recurrimos al tratamiento con nocodazol, droga que interfiere en la
polimerizacion de los microtibulos provocando una parada del ciclo en
prometafase. En células que crecen adheridas a una placa de cultivo, como
las DLD1, las células que alcanzan la mitosis adquieren una morfologia
redondeada, pierden adherencia y se despegan de la placa quedando
suspendidas en el medio. Esta caracteristica permite su separacion del resto
de células que quedan adheridas a la placa y que se encuentran
mayoritariamente en fase G2. En la Figura 21 se aprecia que células
DLD1FBXW7-- en crecimiento asincrénico (AS) muestran un ligero incremento
en los niveles de JunB comparado con células parentales DLD1. Sin embargo,
la acumulacién de JunB en células DLD1FXW7 sincronizadas en G2 y en
células mitoticas resulta mucho mayor en comparacién con sus niveles en
las células parentales resaltando la importancia de la E3 ligasa Fbxw?7 en la

degradacion de JunB en G2 tardia.

DLD-1 DLD-1FBXW7 -
AS G2 M AS G2 M

|-'~__-_§'~ L1 1 ]
| == = ==| —~=~="] GapPDH

Figura 21: La delecién de FBXW?7 conduce a la acumulacion de JunB en células
mitéticas. Células DLD1 y DLD1™*"7" derivadas de cancer de colon se sincronizaron en
G2/M mediante la adicibn de nocodazol y se separaron las poblaciones celulares
enriquecidas en fase G2 de las células mitéticas (M). AS son células en crecimiento
asincronico. Los extractos proteicos se analizaron mediante western blot con los
anticuerpos anti-JunB y anti-GAPDH.

2. GSKS3 fosforila a JunB en su motivo fosfodegron.

En la degradacion de la mayoria de los sustratos de Fbxw?7 esta implicada la

quinasa GSK3, que es la responsable de la fosforilacion de la treonina central
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del fosfodegron. La fosforilacion mediada por GSK3 posee un requisito y es
que, en general, los sustratos han de ser fosforilados primero por otra
quinasa en un residuo situado en posicion +4 respecto al sitio de
fosforilacion de GSK3 (Welcker & Clurman, 2008).

En el fosfodegron de JunB, representado en la Figura 17, encontramos
dos residuos que cumplen las condiciones para ser fosforilados por GSK3: la
T255 y la S251. Con objeto de investigar si estos residuos de JunB son
fosforilados por GSK3 se realizaron experimentos donde se inhibié la
quinasa por dos mecanismos diferentes (farmacolégica o genéticamente) y
se utilizé anticuerpos fosfoespecificos para detectar los cambios en el estado
de fosforilacion de los residuos de JunB. Con objeto de comprobar la
fiabilidad de los anticuerpos se transfectaron en paralelo células con el
plasmido que codifica el triple mutante S»s51A/T255A/Ses9A-JunB en el que los
tres residuos fosforilables fueron sustituidos por alaninas. Se comprob¢ la
especificidad de los anticuerpos aunque se detectd la aparicion de una senal
inespecifica con el anticuerpo contra la S251 fosforilada (asterisco en Figura
22B).

A B
WT-JunB + + - WIguB & & & .
S251A/T255A/S250A-JunB - -+ S2s1A/T2ssA/SzsoA-JunB - e
AKT(E40K) -+ - Inhibidor de GSK3B - - 4+ 4
IZIJunB—pTZSS MGI32 - + 4+ +
JunB-pT255
IZIJunB—pszw unB-p
:I AKT JunB-pS259
OSIRpSS JunB-HA
GSK3a
GSK3p GSK3 S
]

Figura 22: GSK3 fosforila la S251 y la T255 de JunB. (A) Células Hela se transfectaron
con JunB salvaje s6lo o junto al mutante constitutivamente activo AKT(E40K). Se trataron
con el inhibidor de proteasoma MG132 6 h antes de recogerlas y los extractos proteicos se
analizaron mediante western blot. El efecto de la expresion de AKT en GSK3 y en JunB se
determin6é con anticuerpos fosfoespecificos contra GSK3B-pS9, JunB-pT255 y JunB-
pS259. Los niveles de proteina total se determinaron con anticuerpos anti-JunB, anti-AKT,
anti-GSK3 y anti-GFP. Tanto en A como en B las células se cotransfectaron con GFP
como control de la transfeccion y con Ss5:A/T255A/S50A-JunB como control de la
especificidad de los anticuerpos contra JunB fosforilado. (B) Células Hela trasfectadas con
JunB salvaje 0 Sys51A/T255A/Sp59A-JunB se trataron con el inhibidor de GSK3B y con MG132
donde se indica. El efecto de la inhibicion de GSK3p en las fosforilaciones de JunB se
determin6 mediante western blot con anticuerpos fosfoespecificos. El asterisco indica una
sefial no especifica.
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En primer lugar (Figura 22A) se cotransfectaron células Hela con los
plasmidos que codifican JunB salvaje y una forma constitutivamente activa
de la quinasa AKT (AKT(E40K)) (Aoki et al., 1998). GSK3 posee dos
isoformas, a y 3, que son reguladas de manera similar por AKT mediante la
fosforilacion de un residuo de Ser en el extremo N terminal. Estas
fosforilaciones, en la 521 en GSK3a y en la S9 en GSK35, inhiben la actividad
quinasa de GSK3 (Woodgett, 2005). En la Figura 22A puede apreciarse como
la inhibicién de GSK3 por la via AKT, puesta de manifiesto por el aumento
en la fosforilacion de la S9 de GSK3p3, conduce a una fosforilacién reducida

de la T255 mientras que la fosforilacion de la 5259 no se ve alterada.

En el segundo experimento la inhibicién de GSK3 se realizé mediante
tratamiento farmacoldgico con un inhibidor especifico para la isoforma 3 de
GSK3 (Inhibidor VIII de GSK3p, Calbiochem) (Figura 22B). Como se aprecia
en la figura, en ausencia de inhibidores apenas se detecta sefal con los
anticuerpos anti-JunB-pT255 y anti-JunB-pS251, por lo que para poder
detectar los cambios en el estado de fosforilacion se afiadi6 el inhibidor de
proteasoma MGI132. Se confirma aqui lo observado en el experimento
anterior al inhibir GSK3: hay una disminucién en la fosforilacion de la T255
y una ausencia de efecto en la fosforilacion de la S259. Se observa ademas

una reduccién en la fosforilacion de la S251.

Para estudiar si la fosforilacién de un residuo se ve afectada por la
fosforilacion de los otros dos generamos mutantes puntuales mediante
mutagénesis dirigida de JunB en la 5251, T255 y S259 en los que cada uno de
los tres residuos fosforilables fueron mutados a alanina para prevenir su
fosforilacion. Transfectamos células U20S con JunB salvaje o con cada uno
de los tres mutantes de JunB y analizamos las fosforilaciones de sus residuos
con los anticuerpos fosfoespecificos (Figura 23). La fosforilaciéon en la 5251
no se ve afectada por la mutacién en la T255. Igualmente, la fosforilacion en
la T255 no se ve afectada por la mutacion en la S251. Sin embargo, ambas
fosforilaciones se suprimen al mutar la 5259 indicando que este residuo ha

de estar fosforilado para que se fosforilen la T255 y la S251.
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Figura 23: Las fosforilaciones en el CPD ocurren de forma secuencial. (A) Células

U20S se cotransfectaron con JunB salvaje (WT-JunB) o con sus mutantes puntuales, en

los que la S251, la T255 o la S259 fueron reemplazadas por alaninas, junto con GFP a

modo de control de transfeccion. Se trataron con MG132 6 h antes de preparar los

extractos proteicos y estos se analizaron mediante western blot con anticuerpos

fosfoespecificos de JunB (anti-JunB-pS251, anti-JunB-pT255 y anti-JunB-pS259), con anti-

HA para la deteccion de JunB total y con anti-GFP. El asterisco indica una sefial no

especifica. (B) Esquema de la fosforilacién de JunB. La fosforilacion inicial en la S259 es

necesaria para la posterior fosforilacion de la T255 y la S251.

En el esquema de la Figura 23B se muestra un resumen de los
resultados obtenidos. La fosforilacién en la 5259 de JunB es un requisito

indispensable para que GSK3 fosforile la T255 y la 5251.

3. Las fosforilaciones de la S251, la T255 y la S259 regulan la
estabilidad de JunB.

Al comparar la vida media de JunB en células U20S cotransfectadas con
JunB y Fbxw?7 sin tratar o tratadas con el inhibidor de GSK3p (Figura 24) se
observa un aumento de la estabilidad de JunB a consecuencia de la

inhibicién de la actividad de la quinasa.

Esto coincide con nuestra hipétesis de que la fosforilacion de JunB por
GSK3 es necesaria para su reconocimiento por la E3 ligasa Fbxw?7 y su

posterior degradacion en el proteasoma.

92



Resultados

A B
120
Inhibidor de < 100
DMSO GSK3p =
S 80
0246 0246 h 2 o \—'—DMSO
@
- - o o oo | JunB - 2 —=—GSK3b Inh
e o | [ e e e | GFP E
= 20
0 T T ]
0 120 240 360

Tiempo caza (min)

Figura 24: La estabilidad de JunB aumenta al inhibir GSK3p. (A) Células U20S se
cotransfectaron con JunB-HA, Flag-Fbxw7a y GFP y se trataron durante 3 h con el
inhibidor de GSK3B o con DMSO solo antes de afadir cicloheximida al medio. Se
recogieron células a los tiempos indicados y se analizaron los extractos proteicos
mediante western blot con anticuerpos contra JunB y contra GFP. (B) La grafica muestra
los resultados del analisis densitométrico de las bandas.

Con objeto de analizar el papel de las fosforilaciones en la 5251, la
T255 y la 5259 en la degradacion de JunB mediada por Fbxw?7 estudiamos la

vida media de diferentes mutantes de JunB en células U20S (Figura 25).
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Figura 25: La estabilidad de JunB depende de la fosforilacion de los residuos S251,
T255 y S259. (A) Construcciones de JunB utilizadas. (B) Células U20S se transfectaron
con JunB salvaje o con cada uno de los mutantes descritos en A. Se afiadi6 cicloheximida
(CHX) al medio para inhibir la sintesis proteica y se recogieron células a los tiempos
indicados. Se analiz6 mediante western blot la disminucién de los niveles de JunB en
ausencia de sintesis proteica. La inmunodeteccion se llevo a cabo con anticuerpos anti-HA
y anti-GAPDH. (C) La grafica muestra los resultados del andlisis densitométrico de las
bandas.

Los residuos 5251, T255 y 5259 del fosfodegron fueron sustituidos por

alaninas, de forma individual o conjunta, para evitar su fosforilacién. En la

93



Resultados

Figura 25A se muestra una descripcion de los diferentes mutantes de JunB
utilizados. Se realiz6 un analisis densitométrico de las bandas obtenidas
mediante la inmunodeteccién de JunB y se representaron graficamente los
valores con el fin de facilitar su comparacion. Como puede apreciarse en la
grafica de la Figura 25C los mutantes con un solo residuo modificado
presentan una estabilidad algo mayor que JunB salvaje, principalmente
T255A-JunB y SzseA-JunB. La estabilizacion resulta mucho mas pronunciada
en los mutantes multiples, sobretodo en el que posee los tres residuos S251,
T255 y 5259 modificados poniendo de manifiesto el papel que las

fosforilaciones de dichos residuos tienen en la estabilidad de JunB.

Para comprobar que el fosfodegron de JunB es el motivo de
reconocimiento de la E3 ligasa analizamos la interacciéon de Fbxw?7 con los
mutantes no fosforilables de JunB. Para ello llevamos a cabo un ensayo de
coinmunoprecipitacion de proteinas en células U20S cotransfectadas con
Fbxw7a y con JunB salvaje o sus mutantes Sxs1A/T2ssA-JunB o
S251A/T255A/5259A-JunB (Figura 26).

WT-JunB + + - _
S251A/T2ssA-JunB - - + -

S251A/T255A/S259A-JunB - - - +
Flag-FBXW7a - + + +
IP: anti-HA —

I DS Sy anti-HA

Figura 26: Las fosforilaciones en la S251, T255 y S259 son necesarias para la
interaccion de JunB con Fbxw?7 in vivo. Células U20S se cotransfectaron con JunB
salvaje o sus mutantes en el fosfodegrén, etiquetados todos con el epitopo HA y Flag-
Fbxw7a. Las células se trataron con el inhibidor de proteasoma MG132 durante 6 h antes
de recogerlas. Los complejos proteicos se inmunoprecipitaron con anti-HA (IP) y se
analizaron por western blot junto con el extracto proteico total. Para la inmunodeteccion de
Fbxw7 y JunB se utilizaron los anticuerpos anti-Flag y anti-HA respectivamente.

Se observa que la interaccion entre Fbxw?7 y el mutante disminuye
considerablemente, resaltando la importancia de las fosforilaciones de JunB
en la unién a la E3 ligasa. La interaccion con el mutante Sxs1A/T2s5A-JunB, sin

embargo, no se ve muy afectada. Esto podria deberse al papel fundamental
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que juega la fosforilacion de la 5259 en la interaccion con Fbxw?7. De hecho,
en el analisis de las vidas medias ya se observa que este mutante no es tan
estable como el mutante Sx51A/T255A/S2s0A-JunB (Figura 25).

Finalmente, para determinar si la ubicuitinacion de JunB mediada por
Fbxw?7 es depediente de la fosforilacion de JunB en el CPD se analizaron los
conjugados de ubicuitina formados in vivo en JunB salvaje y en su mutante
S251A/T255A/S259A-JunB. Para ello células U20S se transfectaron con Fbxw7a
junto con ubicuitina marcada con histidinas y JunB salvaje o
S251A/T255A/S259A-JunB y se trataron con el inhibidor de proteasoma MG132
durante 6 h para prevenir la degradacion de las proteinas ubicuitinadas. Las
células se lisaron en condiciones desnaturalizantes para eliminar las
interacciones proteicas no covalentes asi como para prevenir la degradacion
o desubicuitinacién de los conjugados proteina-ubicuitina. Estos se
purificaron mediante la retencion especifica de las proteinas unidas a
histidinas (Figura 27). Consistente con los resultados del ensayo de
coinmunoprecipitacion la ubicuitinacion del mutante Szs1A/T255A/S259A-JunB
se redujo considerablemente en comparacion con JunB salvaje. Ademas, las
células cotransfectadas con Fbxw7a muestran una mayor ubicuitinacion de
JunB salvaje indicando que Fbxw7a promueve la ubicuitinaciéon de JunB

dependiendo de su fosforilacion.

WT-JunB - _ _ + 4+ 4+
S251A/T2s5A/Sas9A-JunB + + + - - .-
His¢-Ubicuitina - + + - 4+ +
Flag-FBXW70 - - + - - +

JunB(Ub), . '
Extracto total - ”...

anti-JunB

Figura 27: La ubicuitinacion de JunB depende de las fosforilaciones en la S251,
T255 y S259. Células U20S se cotransfectaron con JunB salvaje o con el triple mutante
S251A/T255A/S,50A-JunB junto con ubicuitina marcada con histidinas y con Flag-Fbxw7 y se
trataron con el inhibidor del proteasoma MG132 6 h antes de recogerlas. Los conjugados
de ubicuitina se purificaron mediante el uso de perlas magnéticas de NiZ*-NTA y se
analizaron junto con el extracto proteico total mediante western blot con anti-JunB.
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4. GSK3p regula la estabilidad de JunB en G2

Para analizar si la degradacion de JunB en G2 tardia depende de
GSK3p analizamos, en primer lugar, la posible correlacion entre los niveles
de JunB endégeno y la activacion de GSK3, determinada por sus niveles de
fosforilacion en la S9, en células U20S sincronizadas. Las células se
sincronizaron en la transiciéon G1/S mediante un doble bloqueo con timidina
y una vez liberadas del bloqueo se dejaron progresar por el ciclo en
presencia de nocodazol. El nocodazol detiene las células en prometafase y
de esta manera se aprecia mejor la disminucion de los niveles de JunB en
esta fase del ciclo celular. La progresion a través del ciclo fue seguida
mediante el analisis del contenido en ADN de las células por citometria de
flujo (Figura 28B). Consistente con resultados ya publicados (Bakiri et al.,
2000; Farras et al., 2008) tras la liberacion del bloqueo en G1/S los niveles de
JunB aumentan y se mantienen elevados a medida que las células progresan
por el ciclo celular hasta decaer de forma drastica transcurridas entre 12 y 14
h (Figura 28A). A las 14 h las células se encuentran mayoritariamente en
mitosis, como puede apreciarse por la acumulacion de las células en la
region G2/M del histograma procedente del citdémetro (Figura 28B) y por el
aumento en los niveles de la Ciclina Bl (Figura 28A). La variacion de los
niveles de Ciclina A2 sirve también como indicador de la progresién de las
células en mitosis, ya que su degradacion comienza en prometafase y se
completa en metafase, precediendo a la degradacion de la Ciclina B1 (Fung
& Poon, 2005)

La comparacion entre la variacion en los niveles de JunB y los de la
forma fosforilada e inactiva de GSK3f muestran una aumento de la
actividad de GSK3 (indicada por la disminucién de su fosforilaciéon en la 59)
coincidiendo con el momento de la degradacion de JunB en G2 tardia. La
fosforilacion de GSK3f en la S9 aumenta en células mitéticas coincidiendo
con lo descrito por (Wakefield et al., 2003)

Por otro lado, la fosforilacion de JunB en la S259 se detecta desde el
inicio de la sincronizacién y parece seguir el mismo patrén que los niveles
totales de JunB, mientras que las fosforilaciones en la T255 y la 5251 fueron

imposibles de detectar. Esto es consistente con el papel inicial de la
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fosforilacion en la 5259 necesario para que GSK3 fosforile la T255 y la 5251.
La rapida degradacion de JunB tras la fosforilaciéon de estos residuos es,
probablemente, la causa de que no pudieran detectarse por western blot.

Horas tras liberacién
del bloqueo en G1/S
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Figura 28: GSK3p esta activa en el momento de la degradaciéon de JunB. (A) Se
sincronizaron células U20S mediante un doble bloqueo con timidina y tras liberarlas del
bloqueo se afiadi6 nocodazol al medio para detener la progresion de las células en mitosis.
Se prepararon extractos proteicos de células recogidas a los tiempos indicados y se
analizaron mediante western blot. La inmunodeteccion se llevé a cabo con anticuerpos
contra JunB, JunB fosforilado en la S259, Ciclina A2, Ciclina B1, GSK3a/B, GSK3p
fosforilado en la S9 (forma inactiva de la quinasa) y GAPDH. La Ciclina B1 se acumula en
mitosis y es indicativo del enriquecimiento en células mitéticas. (B) Células procedentes de
la sincronizacion descrita en el apartado A se fijaron con etanol y se tifieron con yoduro de
propidio (Pl) para analizar el contenido en ADN mediante citometria de flujo. En el
histograma superior se observa el perfil de ciclo celular de células en crecimiento
asincronico (AS) y se indica la posicion de los picos en G1 y en G2/M y la regi6n central
donde se localizan las células en fase S. Los histogramas de las células sincronizadas
(negro) se han superpuesto al de las células en crecimiento asincronico (blanco) para
visualizar el desplazamiento del pico de células sincronizadas a medida que avanzan por
el ciclo celular. A TO las células se hallan mayoritariamente en la transicion G1/Sy a T18
en mitosis.
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A continuacién, analizamos si la inhibiciéon de GSK3fB en células
sincronizadas conducia a la acumulacién de JunB end6geno en mitosis. Para
ello, sincronizamos células U20S en la transicién G1/S de la misma forma
que se describe en el experimento anterior y transcurridas 10 h desde la
liberacion del bloqueo en G1/S afiadimos el inhibidor de GSK3p a las células
(Figura 29). El aumento de los niveles de Ciclina A2 y Ciclina Bl es

indicativo de la progresion de las células hacia mitosis.

Se observa que los niveles de JunB se mantienen elevados en mitosis
en las células tratadas con el inhibidor de GSK3f y que, al igual que se
observaba en la Figura 22, la fosforilacion en la S259 no se ve afectada por la
inhibicion de GSKS3.

Horas tras liberacion Horas tras liberacion
del bloqueo en G1/S del bloqueo en G1/S

+Inhibidor de GSK3
[PV
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Figura 29: La inhibicion de GSK3pB conduce a la acumulacién de JunB en el ciclo
celular. Células U20S se sincronizaron en G1/S mediante un doble bloqueo con timidina y
tras liberarlas del bloqueo se dejaron progresar por el ciclo celular en presencia de
nocodazol recogiendo células a los tiempos indicados. A T10 se afiadi6 inhibidor de
GSK3. La evolucion de los niveles de JunB desde G1/S (TO) a mitosis (T16) se siguid
mediante western blot utilizando los anticuerpos contra JunB total y JunB-pS259. Se
detectaron también los niveles de las Ciclinas A2 y B1 y de GAPDH con sus respectivos
anticuerpos.

Resultados similares se obtuvieron al sincronizar y tratar con el
inhibidor de GSK3p células UTA6 que expresan de forma estable JunB
salvaje. Esta linea celular generada en el laboratorio permite la expresion
condicional de JunB mediante la eliminacion de tetraciclina del medio de
cultivo. Una vez inducida la expresion de la proteina exdgena, las células se
trataron con nocodazol y con el inhibidor de GSK3p. Las células bloqueadas

en prometafase a consecuencia del tratamiento con nocodazol se separaron

del resto, que quedaron mayoritariamente en G2, y se analiz6 la expresion
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proteica mediante western blot (Figura 30). Al inhibir GSK3f se observa un
aumento de los niveles de JunB respecto a las células control, con una
evidente acumulacién de JunB en células mitoticas, confirmando el papel de
GSK3 en la degradacion de JunB en G2 tardia. De nuevo se observa que la
fosforilacion de la 5259 no se ve afectada por la inhibiciéon de GSK3, sino
que parece seguir el mismo patrén que JunB total. Ademads, se observa que
los niveles de Ciclina A2 aumentan al inhibir la degradacién de JunB,
corroborando resultados ya publicados sobre el papel de JunB en la
activacion transcripcional de la Ciclina A2 (Andrecht et al., 2002; Farras et al.,
2008).

- - + + Inhibidor de GSK3p

+ + - -  DMSO
G2 M G2 M

— -— ’ JunB-HA

J— e | JunB-pS259

_ Ciclina A2

-— « | Ciclina B1

w——— | GAPDH

Figura 30: JunB se acumula al inhibir GSK3p. Células UTA6 transfectadas de forma

estable con JunB salvaje etiquetado con el epitopo HA se crecieron en ausencia de

tetraciclina para permitir la expresion de JunB exdgeno y se trataron durante 18 h con

nocodazol. 6 h antes de recoger las células se incubaron con DMSO o con el inhibidor de

GSK3B. Se separaron las células mitéticas (M) de las enriquecidas en G2, que

permanecen mas adheridas a la placa de cultivo, y se analizaron los extractos proteicos

mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-HA, para la deteccion de JunB total,
anti-JunB fosforilado en la S259, anti-Ciclina A2, anti-Ciclina B1 y anti-GAPDH. La Ciclina

B1, que se acumula en mitosis, se us6 como indicador del enriquecimiento en células

mitoticas.

Para complementar los resultados obtenidos mediante ensayos de
inhibicién farmacoldgica utilizamos ARN de interferencia para silenciar la
expresion de GSK3 en células U20S que se sincronizaron en G2/M mediante
la adicién de nocodazol (Figura 31). El silenciamiento de GSK3 total o de su
isoforma GSK3p, pero no el de GSK3a, conduce a una disminucién de la
fosforilacion de la T255, confirmando a GSK3f como la quinasa responsable
de la fosforilacion de JunB en la T255 en G2. La fosforilacion en la 5259 no

esta afectada por el silenciamiento de GSK3, como tampoco lo esta por el
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silenciamiento de la Ciclina A2 o de la Ciclina Bl, sugiriendo que estas

quinasas tampoco son las responsables de la fosforilacion de este residuo.

v N
Sy o R N NN
& & @0 S @Qg @@ &\‘&
SSessasssase | JunB 0 B e === junB
—— JunB-pT255 | * o | JunB-pT255
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Figura 31: La isoforma B de GSK3 es la responsable de fosforilar a JunB en G2. Se

llevé a cabo el silenciamiento génico de Ciclina A2, GSK3a, GSK3B, GSK3a/B y Ciclina B1

mediante doble transfeccion de células U20S con los siARNs especificos de cada gen. 16

h antes de recoger las células se afiadi6 nocodazol para enriquecer las células en G2/M y

se analizaron los extractos proteicos por western blot. La disminucién de proteina

consecuencia del silenciamiento génico se confirmé con anticuerpos contra Ciclina A2,

Ciclina B1 y GSK3 y los efectos del silenciamiento en las fosforilaciones de JunB se

analizaron con sus anticuerpos fosfoespecificos.

Finalmente, con objeto de confirmar que la fosforilaciéon de los
residuos del fosfodegréon de JunB es necesaria para su degradacion en G2
tardia, analizamos la variacion de los niveles de JunB durante el ciclo celular
en células UTA6 transfectadas de forma estable con el mutante
S251A/T255A/S259A-JunB.  Células  UTA6-Control y  células UTAG6-
S251A/T255A/S259A-JunB se sincronizaron en G1/S mediante un doble bloqueo
con timidina y se liberaron del bloqueo en presencia de nocodazol al mismo
tiempo que se elimind la tetraciclina (Tc) del medio para permitir la
expresion de la proteina exdgena (Figura 32). A diferencia de JunB
endégeno, el mutante es muy estable y no se degrada al final de G2,
acumulandose a medida que las células alcanzan la mitosis. Ademas, se
observa que la Ciclina A2, diana transcripcional de JunB, se acumula en las
células que expresan el mutante no degradable de JunB. La débil senal que
se observa con el anticuerpo anti JunB fosforilado en la 5259 en las células

UTA6-S251A/T255A/Sos9A-JunB corresponderia a JunB endogeno.
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Los resultados mostrados hasta el momento indican que la
degradacion de JunB en G2 tardia depende de la fosforilacion de los
residuos 5251, T255 y S259. Estas fosforilaciones son necesarias para la
interaccion con la E3 ligasa Fbxw7 que media la ubicuitinacién y posterior
degradacion de JunB por el proteasoma y en ellas juega un papel importante

la quinasa GSK3[3 como responsable de, al menos, la fosforilacion en la T255.

Horas tras liberacion Horas tras liberacion
del bloqueo en G1/S del bloqueo en G1/S
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Figura 32: S,5:A/T255A/S250A-JunB no se degrada y se acumula a medida que las
células progresan en el ciclo celular. Células UTAG6 transfectadas de forma estable con
So51A/T255A/S,50A-JunB o con el vector vacio a modo de control se sincronizaron en G1/S
mediante un doble bloqueo con timidina en presencia de tetraciclina (Tc). Tras liberar las
células del bloqueo se eliminé la tetraciclina del medio para permitir la expresion de
S251A/M255A/S,50A-JunB, se afiadié nocodazol al medio y se recogieron células a las horas
indicadas. A TO las células sincronizadas se hayan en la transicion G1/S y a T18 en
mitosis. Como control de la sincronizacion se utilizé Ciclina B1 que se acumula en células
mitéticas. Se prepararon extractos proteicos y se analizaron mediante western blot con los
anticuerpos contra JunB, JunB fosforilado en la S259, Ciclina A2, Ciclina B1 y B-Actina.

5. Posible papel de otros residuos de JunB en su estabilidad
en G2.

Ademas de los residuos fosforilables de JunB aqui analizados, no hay que
descartar el posible papel de otros residuos en el control de su estabilidad en
G2. Concretamente, se ha descrito que la mutacion a alaninas de los residuos
fosforilables T150 y S186 conduce a una estabilizacion de JunB en mitosis
(Bakiri et al., 2000; Farras et al., 2008). Sin embargo, al sincronizar en G1/S
células UTAG6 transfectadas de forma estable con el mutante T1s50A/S1ssA-JunB

y analizar la variaciéon de los niveles de JunB en el ciclo se observa que este
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mutante, aunque mas estable que JunB salvaje, contintia degradandose hacia
el final de G2 (Farras et al., 2008), sugiriendo la existencia de otros residuos
implicados en la estabilidad de JunB en G2. Partiendo de esa idea, en este
trabajo hemos identificado los residuos S251, T255 y 5259 como los residuos

clave para la estabilidad de JunB en G2.

Una posibilidad que explicaria el papel de los residuos T150 y 5186 en
la estabilidad de JunB en G2 seria que su fosforilacion fuese necesaria para
la fosforilacion de los residuos del fosfodegrdon. Para testar esta hipotesis se
analiz6 en primer lugar la fosforilacion de JunB en el residuo 5259 en células
UTAG6 que expresan de forma estable el mutante Ti50A/SissA-JunB (Farras et
al., 2008) en crecimiento asincrénico y sincronizadas en fase G2 y mitosis
(Figura 33). La fosforilacion en la 5259 se detecta tanto en las células que
expresan JunB salvaje como en las que expresan su mutante T150A/SissA-JunB,
siendo mayor en las células con niveles mas altos de JunB, acorde con lo
observado en experimentos anteriores. Se observa ademds que el mutante
Ti50A/S1ssA-JunB, aunque mas estable que JunB salvaje, continta
degradandose antes de mitosis. En esta figura también puede apreciarse que
en el mutante Tis0A/SissA-JunB se suprime el cambio de movilidad
electroforética que experimenta el JunB salvaje que queda sin degradar en

mitosis.

UTAG6- UTA6-T150A/
JunB Sis6A-JunB

AS G2 M AS G2 M
-— SR B

we || =~ @ | JunB-pS259

---|-—-|GAPDH

Figura 33: La fosforilacion en la S259 no depende de los residuos T150 y S186.
Células UTA6 transfectadas de forma estable con JunB salvaje o con el mutante
T150A/S1g6A-JunB se crecieron en ausencia de tetraciclina y en presencia de nocodazol
durante 16 h y se separaron las células enriquecidas en fase G2 de las mitéticas (M). Se
crecieron ademas células en ausencia de nocodazol para obtener una poblacion en
crecimiento asincronico (AS). Los extractos proteicos se analizaron mediante western blot
con los anticuerpos anti-JunB, anti-JunB-pS259 y anti-GAPDH.

Para confirmar este resultado y analizar el efecto de las mutaciones en

la T150 y la S186 en la fosforilacion de la T255, asi como el posible efecto de
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las mutaciones en la S251, la T255 y la 5259 en las fosforilaciones en la T150 y
la S186 se realizaron transfecciones transitorias en células U20S con JunB
salvaje o con los mutantes S51A/T255A/S259A-JunB o Tis0A/SissA-JunB.
Mediante el uso de anticuerpos fosfoespecificos se analizaron las
fosforilaciones de estos cuatro residuos. Segun se aprecia en la Figura 34 no
parece que haya relacion entre las fosforilaciones de unos y otros residuos
ya que en el mutante Tis0A/SissA-JunB los residuos T255 y S259 si se
fosforilan y lo mismo sucede con los residuos T150 y S186 en el mutante
S251A/T255A /S50 A-JunB.

WT-JunB + - -
S251A/T255A/S250A-JunB -+ -
T 50A/Sig6A-JunB - - 4

S @ ™| JunB-HA

-— v | JunB-pS259

- JunB-pT186

Figura 34: Mutaciones en T150 y S186 no afectan a la fosforilacion del fosfodegrén
ni viceversa. Se cotransfectaron células U20S con JunB salvaje o con sus mutantes
S251A/M255A/S250A-JUNB 0 T150A/S1g6A-JunB junto con GFP a modo de control de la
transfeccion. Trascurridas 36 h se prepararon extractos proteicos y se utilizaron los
anticuerpos indicados a la derecha de la figura para la inmunodeteccion especifica de las
distintas formas fosforiladas de JunB.

Adicionalmente, analizamos los cambios en la fosforilaciones de los
residuos T150 y S186 desde la transicion G1/S a mitosis en células UTA6-
S251A/T255A/S259A-JunB sincronizadas en G1/S comparandolos con los que
suceden en células UTA6-control y UTA6-JunB sincronizadas en paralelo
(Figura 35).

La fosforilacion en la S186 se observa en niveles bajos a medida que
las células progresan por el ciclo aumentando finalmente en células
mitdticas. Este patron se observa tanto en las células control como en las
células que sobreexpresan JunB o su mutante Sz51A/T255A/S259A-JunB, aunque

en estas ultimas los niveles de fosforilacion son mayores a lo largo del ciclo
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coincidiendo con la mayor cantidad de proteina presente. La fosforilaciéon de
la T150, sin embargo, parece restringida a células mitoticas ya que no se
observa aumento en su fosforilacién antes de mitosis en el mutante que
acumula JunB. Se ha sugerido que la fosforilacién en la T150 esta mediada
por el complejo CDK2-Ciclina B1 basandose en resultados positivos de esta
fosforilacion in vitro (Bakiri et al., 2000). En ese sentido, se observa que el
aumento en los niveles de Ciclina Bl coincide con el aumento en Ia
fosforilacion de la T150.

Horas tras la liberacion del bloqueo en G1/S
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Figura 35: Las fosforilaciones en la T150 y la S186 aumentan en mitosis también en
el mutante Sys5;1A/T,55A/S,50A-JunB. Células UTA6 transfectadas de forma estable con
JunB salvaje, con su mutante Sy51A/T255A/S250A-JunB 0 con el vector vacio (UTA6-Control)
se sincronizaron en G1/S como se describe en la Figura 32 y se prepararon extractos
proteicos a los tiempos indicados. A TO las células se encuentran en la transicion G1/Sy a
T18 en mitosis. El incremento en los niveles de Ciclina B1 es indicativo de mitosis. Se
utilizaron anticuerpos fosfoespecificos para detectar los residuos T150 y S186 de JunB
fosforilados.

6. La degradacion de cJun por GSK3-Fbxw?7 no ocurre en G2.

Otro miembro de familia AP-1, cJun, también es reconocido por la E3 ligasa
Fbxw?7 para su degradacion proteasomal mediante un mecanismo
dependiente de GSK3 similar al aqui descrito para JunB. Esta degradacion
ocurre al final de la fase G1 en células estimuladas por la adicién de suero
(Wei et al., 2005). Sin embargo, en contraste con JunB, los niveles de cJun se
mantienen estables en G2/M (Bakiri et al., 2000). Acorde con esta afirmacion,
nosotros hemos observado que los niveles de cJun apenas varian en células
UTAG6 sincronizadas que avanzan desde G1/S a mitosis (Figura 36). Se ha

descrito que la fosforilacién de cJun por la quinasa JNK en varios residuos
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de serina de su extremo N terminal conduce a una disminuciéon de su
ubicuitinacién y un consecuente aumento de su estabilidad y de su
actividad transcripcional (Bakiri et al., 2000; Fuchs et al., 1996, Musti et al.,
1997). Al menos uno de esos residuos N terminal, la S73, esta fosforilado en
el periodo de G1/S a mitosis (Figura 36) lo que podria explicar el escape de
cJun a su degradacion por GSK3-Fbxw?7 en G2/M cuando la quinasa GSK3

estd activa.

Horas tras liberacién

del bloqueo en G1/S
0 4 8 10121416 h
T - - — e | JunB

———— - - e [ C-Jun

S S S S as we s| C-Jun-pST73

s s v s o i e | Ciclina A2

— e e e e e wuw| Ciclina B1

—— e — w we | GAPDH

Figura 36: A diferencia de JunB, los niveles de cJun no disminuyen en G2/M. Se
sincronizaron células U20S en G1/S mediante un doble bloqueo con timidina. Tras la
liberacién del bloqueo, se afiadi6 nocodazol al medio para evitar que las células
progresasen mas alla de mitosis. Se prepararon extractos proteicos de células recogidas a
los tiempos indicados que se analizaron mediante western blot con las anticuerpos
indicados en la figura. A TO las células se encuentran en G1/S y a T18 en mitosis. La
deteccion de Ciclina A2 y de Ciclina B1 es indicativa de la progresion hacia mitosis.

La diferente regulacion de JunB y cJun en G2/M pone de manifiesto la
importancia de las modificaciones post-transcripcionales en el control de la
estabilidad proteica y la actividad transcripcional de los miembros de la
familia AP-1.
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Consecuencias de la acumulacion de
JunB en mitosis. Implicacion en

neoplasias humanas.

1. La expresion de Ciclina A2 aumenta en células donde el

mecanismo de degradacion de JunB es defectuoso.

La Ciclina A2 es una diana transcripcional de JunB (Andrecht et al., 2002;
Farras et al., 2008). En este sentido, la Figura 32 muestra como la
acumulacion del mutante JunB no degradable S»xs1A/T255A/Sos9A-JunB en
células sincronizadas desde G1/S a mitosis va acompanada de un aumento
en los niveles de Ciclina A2. Para comprobar que este incremento en los
niveles de Ciclina A2 es debido a un aumento de su transcripcion,
analizamos por RT-qPCR los niveles de su ARN mensajero en células UTA6-
S251A/T255A/S259A-JunB en crecimiento asincrénico y sincronizadas en G2 y M
(Figura 37). Comparando con las células UTA6-Control se observa como la
expresion génica de Ciclina A2 aumenta en las células que sobreexpresan

JunB de forma similar a como lo hacen sus niveles proteicos.

Analizamos ademds los niveles de Ciclina A2 en las células
DLD1#5XW7/ sincronizadas en G2 y M en las que JunB se acumula en mitosis
debido a la ausencia de Fbxw7. En la Figura 38B se observa que, en
comparacion con las células parentales DLD1, la expresion génica de Ciclina

A2 aumenta en las células DLD1FBX"7+- en las que la degradacion de JunB es
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Figura 37: Los niveles de Ciclina A2 estan alterados en las células que expresan de
forma estable el mutante S,51A/T,55A/S,50A-JunB. (A) Células UTA6 transfectadas de
forma estable con Sys1A/T255A/S256A-JunB 0 con el vector vacio a modo de control se
crecieron en ausencia de tetraciclina y en presencia de nocodazol durante 16 h y se
separaron las células enriquecidas en fase G2 de las mitéticas (M). Se crecieron ademés
células en ausencia de nocodazol para obtener una poblacién en crecimiento asincrénico
(AS). Se obtuvieron extractos proteicos y se analizaron mediante western blot con los
anticuerpos contra JunB, Ciclinas A2 y B1 y B-actina. El incremento en los niveles de
Ciclina B1 indica enriquecimiento en células mitéticas. (B) Se extrajo ARN total de las
poblaciones celulares descritas en A y se analizaron los niveles de mARN de Ciclina A2
mediante RT-qPCR normalizando respecto al gen de referencia GUSB. Los niveles de
expresion de los genes en las células UTAB-S,51A/T255A/Ss50A-JunB se expresan como
variaciones respecto a los de las células UTA6-control. Los datos representan la media de
triplicados y las barras de error corresponden a las desviaciones estandar.

defectuosa, sobretodo en células mitdticas. Este incremento en su
transcripcion se ve reflejado en el aumento de los niveles proteicos de
Ciclina A2 (Figura 38A). La Figura 38A también muestra los niveles
proteicos de GSK3 y de su forma inactiva (GSK33-pS9). Coincidiendo con lo
mostrado anteriormente en células U20S (Figura 28) y con lo descrito en
células HeLa (Wakefield et al., 2003), la actividad de GSK3 disminuye en
células mitoticas. Como consecuencia, la fosforilacion en la T255 de JunB
también disminuye. Se observa, ademas, que la fosforilacion en la S259 en
las células DLD1FEXW7-- mitdticas es mayor coincidiendo con la acumulacion
de JunB.
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Figura 38: La delecion de FBXW7 conduce a un aumento de los niveles de Ciclina
A2. (A) Se analizaron mediante western blot extractos proteicos de células DLD1 y
DLD1™"”" en crecimiento asincrénico (AS) o enriquecidas en fase G2 y mitosis (M)
mediante tratamiento con nocodazol y posterior separacion de las poblaciones celulares.
La inmunodeteccion se llevé a cabo con anticuerpos contra JunB total y sus formas
fosforiladas en la S259 y la T255, las Ciclinas A2 y B1, GSKS3 total y su isoforma B
fosforilada en la S9 y GAPDH que se us6 como control de carga. La acumulacién de
Ciclina B1 es indicativa del enriquecimiento en células mitéticas. (B) Se extrajo ARN total
de las mismas poblaciones celulares descritas en A y se analiz6 la expresiéon génica de
Ciclina A2 mediante RT-qPCR normalizando los valores obtenidos respecto al gen de
referencia GUSB. Los niveles de mRNA en las células DLD1P*"”" se expresaron como
variacion respecto a los niveles en las células DLD1 tomadas como control. Los datos
representan la media de triplicados y las barras de error corresponden a las desviaciones
estandar.

2. DDX11 es una nueva diana transcripcional de JunB.

La degradacion de JunB en la transiciéon G2/M es importante para el correcto
desarrollo de la mitosis. Si sus niveles se mantienen elevados en esta fase se
produce un retraso en el desarrollo de la misma que va acompafiado de la

aparicion de defectos mitdticos (Farras et al., 2008). Por otro lado, la
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disminucién de Ciclina A2 es imprescindible para el correcto desarrollo de
las fases finales de mitosis y se ha observado que su sobreexpresion conduce
a un retraso del inicio de la anafase y defectos mitoticos similares a lo
observado para JunB (den Elzen & Pines, 2001; Farras et al, 2008). La
acumulacién de Ciclina A2 podria pues explicar los defectos mitdticos
asociados a altos niveles de JunB en mitosis. Sin embargo, se ha comprobado
que la disminucion de los niveles de Ciclina A2 mediante silenciamiento
génico no es suficiente para revertir el fenotipo mitético observado en
células que sobreexpresan JunB lo que podria indicar la existencia de otras
dianas transcripcionales de JunB todavia no identificadas que contribuyan a

un desarrollo inadecuado de la mitosis (Farras et al., 2008).

Con la finalidad de determinar si la disminucién de los niveles de
JunB en G2 es necesaria para la expresion adecuada de otros reguladores de
ciclo celular aparte de Ciclina A2 se analizaron mediante PCR cuantitativa a
tiempo real los cambios en la expresion de 84 genes involucrados en el
control del ciclo celular causados por la acumulaciéon de JunB en mitosis.
Para ello células UTA6-Control y UTA6-5251A/T255A/S2s0A-JunB se crecieron
en ausencia de tetraciclina durante 48 h para permitir la expresion del
mutante no degradable de JunB y se extrajo ARN de células en crecimiento
exponencial. Para amplificar por PCR a tiempo real los 84 genes se empled
una micromatriz comercial de SABiosciences con los correspondientes
oligonucledtidos ya incluidos en ella. En el grafico de la Figura 39 se
compara la expresion normalizada de cada uno de los genes en las células
UTA6-5251A/T255A/S259A-JunB y las células UTA6-Control. Los genes para los
que se detecté un cambio de expresion de mas de dos unidades estan
indicados. La lista completa de los genes incluidos en la micromatriz asi
como los correspondientes cambios de expresion se presenta en la Tabla A.1
del Anexo (CD adjunto).

En consistencia con el papel descrito para JunB como represor
transcripcional de Ciclina D1 (Bakiri et al., 2000), la expresion de este gen
estd disminuida en las células que sobreexpresan JunB no degradable.
Adicionalmente se observan variaciones de expresion en dos genes hasta la
fecha no identificados como dianas transcripcionales de JunB: DIRAS3 y
DDX11. Los niveles de mARN de DIRAS3, una GTPasa homologa a Ras,

110



Resultados

aparecen ligeramente incrementados en las células en las que se acumula
JunB. La variacién mas dramatica la presenta DDX11, cuya expresion se
encuentra reprimida algo mas de 3.5 veces en las células UTA6-
S251A/T255A/S259A-JunB. El gen DDXI11 codifica una helicasa de ADN
implicada en la regulacion de la transicion G2/M y que es importante para la
correcta cohesién de las cromatidas hermanas (Farina et al., 2008; Parish et
al., 2006).
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Figura 39: Analisis de expresién de genes reguladores de ciclo celular en células
que sobreexpresan JunB. El grafico compara la expresion normalizada de 84 genes
implicados en el control del ciclo celular entre células UTA6 transfectadas de forma estable
con Sys51A/M,55A/S,50A-JunB y células UTAB transfectadas con el vector vacio a modo de
control. Las células se crecieron durante 48 h en ausencia de tetraciclina para permitir la
expresion de la proteina exégena y la expresion génica diferencial se analiz6 mediante
una micromatriz de RT-qPCR. Los puntos incluidos en la franja central representan genes
cuyos cambios de expresion estan por debajo de 2 unidades. Los dos puntos que quedan
por debajo de la franja corresponden a los genes DDX11 y CCND1 que aparecen
reprimidos en células UTAB-S,51A/T255A/Ses59A-JunB y el queda por encima corresponde a
DIRASS3, ligeramente sobreexpresado.

Para confirmar la represion de DDX11 en las células que expresan el
mutante no degradable de JunB analizamos por RT-qPCR y por western blot
los niveles de mARN y proteina, respectivamente, en células en crecimiento

asincronico y en células sincronizadas en G2 y M. En las tres poblaciones

celulares observamos una disminucion de los niveles de DDX11, tanto de
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expresion génica como de proteina, en las células que expresan el mutante
no degradable de JunB comparado con les células control, siendo mas
acusada en las células sincronizadas en G2 y M (Figura 40). Analizamos
ademas los niveles de mARN y de proteina de DDX11 en células DLD175XW7-
/- en crecimiento asincronico y sincronizadas en G2 y M y se confirmé que la
acumulacién de JunB debido a su degradacion defectuosa en G2/M conduce

a la represion transcripcional de DDX11 (Figura 40).
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Figura 40: La degradacion defectuosa de JunB reprime DDX11 en células mitéticas.
(A) Células UTAB-S»51A/T255A/S50A-JunB  y UTAB-control crecidas en ausencia de
tetraciclina y células DLD1 y DLD1"#*"7" se sincronizaron en G2/M mediante la adicion de
nocodazol y se separaron las poblaciones celulares enriquecidas en células en fase G2 de
las células mitéticas (M). AS son células en crecimiento asincronico. Los niveles de
DDX11 se determinaron mediante RT-qPCR usando GAPDH como gen de referencia y
normalizando los resultados a los valores obtenidos en las células control. Los datos
representan la media de triplicados y las barras de error corresponden a las desviaciones
estandar. (B) Extractos proteicos de las células descritas en A se analizaron mediante
western blot utilizando anticuerpos contra JunB, DDX11 y B-Actina.

Adicionalmente, disminuimos la expresion de JunB en células
DLD1#5XW7/- sincronizadas en G2 y M mediante transfecciéon con un siARN
especifico de JunB. La reduccién en los niveles de JunB va acompafiada de
un aumento de DDX11 (Figura 41)
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Figura 41: El restablecimiento de niveles bajos de JunB en células DLD1
mitéticas da lugar a un incremento de los niveles de DDX11. Células DLD1™"7" se
transfectaron con siARN especifico de JunB (sidJunB-792) o con un siARN control y
posteriormente se trataron con nocodazol durante 16 h. Las células mitéticas (M) se
separaron de las enriquecidas en fase G2 y sus extractos proteicos se analizaron

mediante western blot con anticuerpos contra JunB, DDX11 y B-Actina.

FBXW7-/-

Finalmente, transfectamos células HelLa con JunB y analizamos la
expresion génica de DDX11 en células sincronizadas en G2 y M (Figura 42).
La sobreexpresion de JunB salvaje en estas células es suficiente para causar
la represion de DDXI11 confirmando el papel de esta proteina en la

regulacion transcripcional de esta helicasa de ADN.
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Figura 42: La sobreexpresién de JunB exégeno en células HeLa reprime DDX11. (A)
Se transfectaron células HelLa con wt-JunB-HA o con el vector vacio y se trataron con
nocodazol para obtener poblaciones enriquecidas en células en fase G2 y mitosis (M). Los
niveles de DDX11 se determinaron mediante RT-qPCR utilizando GAPDH como gen de
referencia. Los resultados se expresan relativos a los obtenidos en las células
transfectadas con el vector vacio. Los datos representan la media de triplicados y las
barras de error corresponden a las desviaciones estandar. (B) Mediante western blot se
analizaron los niveles de JunB exbgeno en las células transfectadas utilizando un
anticuerpo contra HA. La deteccion de Ciclina B1 indica el enriquecimiento en células
mitéticas y GAPDH se utilizo6 como control de carga.

JunB se une preferentemente a secuencias consenso en el ADN
conocidas como secuencias AP-1/CRE y AP-1/TRE (Eferl & Wagner, 2003).
El analisis de la secuencia genémica de DDX11 revel9 la presencia de varias
de estas secuencias TRE y CRE en su promotor. Para comprobar si JunB se

une a alguno de estas secuencias consenso se inmunoprecipité la cromatina

con el anticuerpo anti-JunB en células UTA6-Control y UTAG6-
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S251A/T255A/S259A-JunB, crecidas durante 24 h en ausencia de tetraciclina para
inducir la expresion de JunB exégeno, y en células DLD1 y DLD17XW7+-, Los
fragmentos de ADN inmunoprecipitados se analizaron mediante qPCR
utilizando oligonucledtidos disefiados para amplificar especificamente tres
regiones del promotor de DDX11 conteniendo los potenciales sitios de
uniéon de JunB. En la Figura 43A se muestra un esquema del promotor de

DDX11 donde se indican las tres regiones amplificadas.
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Figura 43: JunB se une al promotor de DDX11. (A) Esquema del promotor de DDX11.
La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion y ATG el de la traduccion. Los
rectangulos representan exones, la linea discontinua intrones y los 6valos sitios TRE/CRE
con su posicion respecto al inicio de la transcripcion indicada arriba. Las regiones
amplificadas por PCR y su posicion relativa se indican debajo de cada sitio TRE/CRE y se
nombran con las letras A, B 'y C. (B) Se inmunoprecipitd la cromatina con anticuerpo anti-
JunB en células DLD1 y DLD1™*"" y células UTA6-Control y UTAB-Szs1A/TossA/Sps0A-
JunB estimuladas durante 24 h en ausencia de tetraciclina. Las regiones A, By C
descritas en el apartado A se amplificaron mediante RT-qPCR. Los datos se expresan
como enriquecimiento de la region de interés en el inmunoprecipitado respecto a su control
negativo (inmunoprecipitacion sin anticuerpo) y normalizados respecto a una region del
promotor de GAPDH. Los datos representan la media de triplicados y las barras de error
corresponden a las desviaciones estandar.

En las células control (DLD1 y UTA6-Control) se observa la unién de
JunB endogeno a la regién A, que incluye el sitio de unién centrado en la
posicion -399 del promotor de DDX11 (Figura 43B). Las células en las que
JunB se acumula debido a su degradacion defectuosa, esto es, células
DLD1/xXW7-- v UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB, muestran una mayor unién de
JunB a esa regién asi como a la regién B centrada en la posicion +701 del
promotor de DDX11. También se observa union de JunB enddgeno al sitio C

centrado en la posicion +4089 del promotor de DDXI11 y un ligero
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incremento en dicha uniéon en las células que acumulan JunB. Estos

resultados demuestran la unién in vivo de JunB al promotor de DDX11.

3. La represion de DDX11 causa defectos de cohesion en las

cromatidas hermanas.

Se ha descrito que la deplecion de DDX11 en células HeLa conduce a
defectos de cohesion de las cromatidas hermanas y retraso en mitosis
(Parish et al., 2006). Para comprobar si la represién de DDX11 producida
como consecuencia de la acumulacién de JunB en mitosis conduce a defectos
mitoticos como los descritos se visualizaron al microscopio cromosomas
metafasicos de células UTA6-S251A/T255A/S250A-JunB.

Para analizar si la separacion entre los centromeros estaba alterada se
realizaron ensayos FISH marcando especificamente el centrémero del
cromosoma 7. La deteccion de una tnica sefial fluorescente indica que los
cromosomas estan fuertemente unidos y, por tanto, no se pueden distinguir
las dos sefiales de los centromeros (Figura 44A panel izquierdo). La
deteccién de dos sefales indica, por el contrario, separacion entre los
centrémeros (Figura 44A panel derecho). El 25% de las metafases de células
UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB  analizadas mostrd una distancia media de
separacion entre los centrémeros de 0.51+0.2 pm, indicando la presencia de

defectos de cohesion centromerica en estas células.

En los paneles de la Figura 44 se observa que las células con cohesion
normal de sus cromosomas metafdsicos muestran una unién muy estrecha
entre sus pares de cromatidas. Sin embargo, en aquellas con defectos de
cohesion los cromosomas aparecen menos compactados y con una mayor
separacion entre las cromatidas hermanas tanto a la altura de los
centrémeros como entre los brazos. Al contabilizar los cromosomas
metafasicos con defectos de cohesion en células UTA6-Sos51A/T255A/Sos0A-
JunB se obtuvo un porcentaje del 31% frente al 13% obtenido para las células
UTA6-Control (Figura 44C). La pérdida de cohesion de las cromatidas

hermanas en las células UTA6-S551A/T25A/S259A-JunB se recuperd al
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transfectarlas con DDX11 (Figura 44D) indicando el papel critico que la
represion de DDX11 debida a la acumulacion de JunB en mitosis tiene en la

manifestacion del fenotipo mitdtico observado en estas células.
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Figura 44: La degradacion defectuosa de JunB conduce a defectos de cohesion en
las cromatidas hermanas. (A) Células UTAB-Control y UTAB-Sy51A/T 255A/S250A-JunB se
crecieron durante 72 h en ausencia de tetraciclina para inducir la expresion de JunB 'y 2 h
antes de fijar las células se les afiadi6 colcemida. EI ADN se tifi6 con DAPI y se utilizé una
sonda especifica para marcar el centromero del cromosoma 7. Se muestran paneles
representativos de células visualizadas al microscopio confocal sin separacion entre los
centrébmeros de cromatidas hermanas (metafase normal) y con separacion anormal de los
centrébmeros (metafase con defectos de cohesion). (B) Se prepararon células como las
descritas en A y se utilizé la tincién de Wright para la visualizacion de los cromosomas al
microscopio. Se muestran paneles representativos de células metafasicas normales y con
defectos de cohesion. (C) Se contabilizaron las células descritas en B que presentan
defectos de cohesion en las cromatidas hermanas. El grafico muestra el porcentaje de
metafases que presentan defectos de cohesion de un minimo de 100 metafases
analizadas en cada linea celular. (D) Células UTAB-Sps1A/T255A/Sps9A-JunB  se
transfectaron con DDX11 o con el vector vacio en ausencia de tetraciclina y transcurridas
72 h se analizaron sus cromosomas metafasicos al microscopio. El grafico muestra el
porcentaje de células metaféasicas con defectos de cohesion. Al menos 100 metafases de
cada linea celular fueron analizadas.
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4. El mecanismo de degradacion de JunB esta alterado en

linfoma anaplasico de células grandes ALK positivo.

La expresion de JunB estd incrementada en el linfoma anaplasico de células
grandes (LACG) ALK positivo (Mathas et al., 2002; Rassidakis et al., 2005).
El LACG es un tipo de linfoma no Hodgkin derivado de células T
frecuentemente asociado con traslocaciones cromosdmicas que implican al
locus ALK. Una de las mas frecuentes es la que resulta en la proteina de
fusion NPM-ALK en la que la quinasa de linfoma anaplasico ALK esta
constitutivamente activada y contribuye de manera critica a la
linfomagénesis (Amin & Lai, 2007; Medeiros & Elenitoba-Johnson, 2007).

Para estudiar si la degradacion de JunB en G2 estd alterada en este
tipo de linfoma, células derivadas de LACG portadoras de la proteina de
fusién NPM-ALK (células Karpas 299 (K-299) y SU-DHL1) asi como células
derivadas de linfocitos T con expresion normal de JunB (células Jurkat) se
sincronizaron en G2/M mediante la adicion de nocodazol y los niveles de
proteina se analizaron mediante western blot. Se observé que en las células
derivadas de LACG ALK+ JunB se acumula en G2/M, lo que no ocurre en las
células control (Figura 45). Asimismo, los niveles de fosforilacion de JunB en
la 5259 se mantienen elevados en G2/M en las células K-299 y SU-DHL1.

Jurkat K-299 SU-DHL1
AS G2/M AS G2/M AS G2/M

s JunB

. W o == | JunB-pS259

S — e e wow | Ciclina B1

———— — | GAPDH

Figura 45: JunB se acumula en células prometafasicas derivadas de linfoma
anaplasico de células grandes. Se prepararon extractos proteicos de células T
derivadas de leucemia linfoblastica aguda (Jurkat) y de linfoma anaplasico de células
grandes (K-299 y SU-DHL1) sincronizadas en G2/M mediante tratamiento con nocodazol
durante 24 h o en crecimiento asincronico (AS). La expresion de JunB se analizé mediante
western blot con anticuerpos contra JunB total y JunB fosforilado en la S259. La
inmunodeteccién de Ciclina B1 se utiliz6 como indicador del enriquecimiento en células
mitéticas y la de GAPDH como control de carga.

Las células de linfoma anaplasico de células grandes que expresan la

oncoproteina quimérica NPM-ALK tienen activada de manera constitutiva
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la ruta PI3K/AKT (Slupianek et al., 2001). Se ha descrito que la activacion
constitutiva de esta ruta conduce a una disminuciéon sustancial de la
actividad de GSK3[3 debido a su fosforilacién en la S9 por la quinasa AKT
(Singh et al., 2009). Como GSK3p juega un papel fundamental en el marcaje
de JunB para su degradacion proteasomal la inhibicién de esta quinasa en
LACG ALK+ estaria alterando la degradacion de JunB en G2 tardia. Con
objeto de confirmar esta idea, células Karpas 299 y células SU-DHL1 se
sincronizaron en G2/M mediante la adicién de nocodazol y se trataron con
concentraciones crecientes del inhibidor especifico de PI3K, LY294002. La
inhibicién de PI3K conduce a una activacion de la quinasa GSK3 que puede
comprobarse analizando la disminucién de la fosforilaciéon de GSK3 en la
521 (GSK3a) y en la S9 (GSK3p), formas inactivas de la proteina. En la
Figura 46 puede observarse como a medida que aumenta la dosis del
inhibidor de PI3K, disminuye la fosforilaciéon en la S21 (GSK3a) y en la S9
(GSK3p), indicando que hay activacion de GSK3, y los niveles de JunB y de
JunB fosforilado en la 5259 disminuyen. En estas condiciones, la adicién del
inhibidor del proteasoma MGI132 inhibe la degradacion de JunB
manteniendo sus niveles similares a los de la muestra sin tratar. Estos
resultados confirman que la inactivacion de GSK3( por AKT mediada por
NPM-ALK estabiliza a JunB y contribuye a su acumulacién en mitosis en
células tumorales LACG ALK+.

Karpas 299 SU-DHL1
MG132 - - - + - - - +
LYS294002 0 10 20 20 0 10 20 20 nM
| |- = | JunB
. —‘| | - -—| JunB-pS259

| | | GSK30/B-pS21/S9

|
Ex X - F & & 2 AkEsr
|
|

----||-———|GAPDH

Figura 46: Alteracion del mecanismo de degradaciéon de JunB en células LACG
ALK+. Células K-299 y SU-DHL1 se trataron con nocodazol durante 24 h junto con
concentraciones crecientes del inhibidor de PI3K LYS294002. Donde se indica se afiadi6
ademas el inhibidor del proteasoma MG132 6 h antes de recoger las células. Los extractos
proteicos se analizaron mediante western blot con los anticuerpos contra JunB, JunB
fosforilado en la S259, GSK3a/B, GSK3a/B fosforilado en la S21/S9 y GAPDH. El
anticuerpo GSK3a/B-pS21/S9 permite visualizar la forma inactiva de GSK3.
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5. Células derivadas de LACG presentan niveles reprimidos
de DDX11 y defectos de cohesion en las cromatidas

hermanas.

Tras comprobar que el mecanismo de degradacion de JunB esta alterado en
células derivadas de LACG quisimos comprobar si en estas células la
acumulacién de JunB en mitosis conduce a la represiéon de la helicasa
DDX11 y a defectos en la cohesion de las cromatidas hermanas al igual que
ocurre en las células que expresan el mutante no fosforilable de JunB
(células UTA6-5251A/T255A/S2s9A-JunB). En el western blot de la Figura 47
observamos que los niveles de DDX11 en las células Karpas 299 y SU-DHL1
disminuyen respecto a los observados en células Jurkat donde JunB no esta
sobreexpresado. Se observa ademas que los niveles de Ciclina A2, diana
transcripcional de JunB sobre la que ejerce un efecto positivo, se mantienen

elevados en mitosis en las células LACG.

Jurkat K-299 SU-DHLI1
AS G2/M ASG2/M AS G2/M

> DDX11
— k. Ciclina A2
e Y < s w» | Ciclina Bl

S — — | GAPDH

Figura 47: Células derivadas de LACG ALK+ presentan bajos niveles de DDX11. Se
analizé la expresion de DDX11 mediante western blot en células Jurkat, K-299 y SU-DHLA1
sincronizadas en G2/M mediante tratamiento con nocodazol o en crecimiento asincrénico
(AS). La inmunodeteccién se realizd con anticuerpos contra JunB, DDX11, Ciclinas A2 y
B1 y GAPDH. La Ciclina B1 se utiliz6 como marcador mitético.

Seguidamente, decidimos disminuir los niveles de JunB para revertir
el fenotipo observado. Para ello se transfectaron células Karpas 299 con
siARN contra JunB. La disminucién de los niveles de JunB en células Karpas

299 sincronizadas en G2/M corrige tanto la disminucion de DDX11 como la

acumulacién de Ciclina A2 observadas en estas células (Figura 48)
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Karpas 299
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Figura 48: El silenciamiento génico de JunB en células K299 conduce a un aumento
en los niveles de DDX11 y una disminucion de Ciclina A2. Se realiz6 una doble
transfeccion con un siARN especifico de JunB (siJunB-792) o un siARN control en células
Karpas 299. Transcurridas 24 h se afiadi6 nocodazol al medio para sincronizar las células
en G2/M o bien se dejaron crecer en ausencia de nocodazol para obtener una poblacion
celular en crecimiento asincrénico (AS). Se prepararon extractos proteicos y se analizaron
mediante western blot utilizando anticuerpos contra las proteinas indicadas. El incremento
de los niveles de Ciclina B1 en las células sincronizadas en G2/M es indicativo del
enriquecimiento en células mitéticas.

Finalmente, analizamos la cohesion de las cromatidas hermanas en las
células Karpas 299 y SU-DHL mediante analisis al microscopio de
cromosomas metafasicos detectandose un alto porcentaje de defectos de
cohesion. En la Figura 49 se muestran ejemplos de cromosomas metafasicos

de células K-299 y SU-DHL1 en los que puede apreciarse una separacion

prematura de los centromeros y cromatidas hermanas completamente

separadas.
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Figura 49: Células LACG presentan defectos de cohesion en sus cromatidas
hermanas. Se analizaron al microscopio cromosomas metafasicos de células Karpas-299
y SU-DHL1 tefiidos con tincibn de Wright. Se muestran paneles representativos de
metafases con cohesion defectuosa de las croméatidas hermanas. El grafico muestra los
porcentajes de células metafasicas con defectos de cohesion contabilizadas en cada linea
celular. Se analizaron al menos 100 metafases en cada caso procedentes de tres
experimentos independientes. Las barras de error corresponden a las desviaciones
estandar.

120



Resultados

En conjunto, estos datos indican que la estabilizaciéon de JunB da
lugar a una cohesion anormal de las cromatidas hermanas en células LACG
ALK+ via represion de DDX11 y pone de manifiesto la importancia de la
desaparicion fisioldgica de JunB al final de G2 para un correcto desarrollo de

la mitosis.
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Resultados 3:

Identificacion de nuevas dianas
transcripcionales de JunB implicadas en

el control del ciclo celular.

1. El silenciamiento de JunB da lugar a una menor poblacion

de células en fase S.

Como se ha mencionado anteriormente, los niveles de JunB oscilan durante
el ciclo celular. Han de mantenerse bajos durante mitosis para evitar la
aparicion de defectos mitdticos y, sin embargo, son elevados durante la fase
S y el inicio de G2. Tras estudiar las consecuencias aberrantes de su
acumulacién en mitosis, nos preguntamos si la ausencia de JunB alteraria el
correcto desarrollo del ciclo celular. Para ello, analizamos el perfil de ciclo
celular mediante citometria de flujo en células U20S en las que la expresion
de JunB fue silenciada mediante ARN de interferencia. Se utilizaron dos
oligonucledtidos de ARN de interferencia distintos dirigidos contra JunB
(siJunB-792 y siJunB-848) (Figura 50). Ambos siARNs conducen a una
notable disminucién de los niveles del mARN de JunB que se acompaiia de
una disminuciéon de sus niveles proteicos, si bien siJunB-792 posee mayor
capacidad de silenciar que siJunB-848 (Figura 50A). En los histogramas
representados en la Figura 50C que muestran la distribucion de las células

entre las diferentes fases del ciclo celular observamos una disminucion de la
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Figura 50: El numero de células en fase S disminuye al silenciar JunB. (A) Células
U20S se transfectaron con siControl (siCt) o con cada uno de los dos siARNs dirigidos
contra JunB (siJunB-792 y siJunB-848) y 48 h después se analizaron los niveles de mARN
de JUNB mediante RT-qPCR normalizando respecto al gen de referencia S26. Los niveles
de expresion de JUNB en las células tratadas con los siARNs dirigidos contra él se
expresan como expresion relativa respecto de las células transfectadas con siCt. Los
datos representan la media de triplicados y las barras de error corresponden a las
desviaciones estandar. (B) Se prepararon extractos proteicos de las poblaciones celulares
descritas en el apartado A y se analizaron mediante western blot con anticuerpos contra
JunB y contra GAPDH que se us6 como control de carga. (C) Células U20S se
transfectaron con siControl o con los dos siARNs diferentes dirigidos contra JunB y
transcurridas 72 h se incubaron durante 1 h con el reactivo EdU. Las células se fijaron y se
incubaron con yoduro de propidio y con un fluoréforo que reacciona especificamente con
el EdU y, mediante citometria de flujo multiparamétrica, se detect6 simultaneamente el
contenido en ADN y la incorporacion de EdU a las células. Las células situadas en el pico
de la izquierda de los histogramas se encuentran en fase G1, las que estan en el pico de
la derecha, con un contenido doble de ADN, se hallan en G2/M y la zona central
corresponde a las células en fase S. En los gréaficos inferiores las células positivas para
EdU son las que se sitGan por encima de la linea discontinua. En funcién del contenido en
ADN y de si son positivas para EdU se han delimitado las regiones correspondientes a
células en G1, Sy G2/M.
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region central que contiene las células en fase S en células con JunB
silenciado comparado con las células transfectadas con siARN control. Para
tener una medida mas exacta del nimero de células en fase S realizamos un
ensayo de incorporaciéon de EdU, nucleésido andlogo a la timidina que se
incorpora al ADN a medida que este se sintetiza. Gracias a la posterior
unioén de un fluoréforo al EAU, es posible detectar por citometria de flujo las
células positivas para EAU que seran aquellas que se encuentran en fase S
activa. La incorporaciéon de EAU al ADN es mucho menor en las células con
JunB silenciado, sobre todo en las silenciadas con el oligonucledtido siJunB-
792, lo que apunta a un importante papel de JunB para la entrada en esta

fase del ciclo celular.

2. Identificacion de genes diferencialmente expresados al
silenciar JunB en células U20S

Para identificar los genes cuya expresion se ve alterada al silenciar JunB y
que pueden dar lugar a la disminucion de células en fase S descrita en el
apartado anterior realizamos un analisis transcriptémico comparando los
niveles de mARNs en células U20S con la expresion de JunB silenciada y

células control.

Células U20S se transfectaron con un control negativo de siARN
(5iCt) o con cada uno de los dos siARNs dirigidos contra JunB (siJunB-792 y
siJunB-848) y 48 h después se extrajo el ARN total de las células y se envid a
la Unidad de Investigacion Genémica del CRP-Santé, en Luxemburgo, para
su hibridacion en una micromatriz comercial de Affymetrix y la deteccion
de los genes diferencialmente expresados. Los cambios de expresion
obtenidos indican la expresion génica relativa en las células con JunB
silenciado respecto a las células control y los datos se filtraron en funcién del
método estadistico FDR (False Discovery Rate) considerando significativos
aquellos con un FDR < 0.05. Se encontraron 1860 genes diferencialmente
expresados al comparar las células transfectadas con siJunB-792 con las

células control, de los cuales 866 tenian una expresiéon mayor en las células
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con JunB silenciado y los 994 restantes una expresiéon menor (Tabla A.2 del
Anexo, CD adjunto). En el caso del silenciamiento con siJunB-848 el nimero
de genes con expresion diferencial disminuyé a 1507, 585 de los cuales
estaban sobreexpresados en células con JunB silenciado comparado con las
células control y 922 reprimidos (Tabla A.3 del Anexo en el CD adjunto). Al
comparar los resultados obtenidos con los dos siARNs contra JunB sélo una
fraccion de los genes diferencialmente expresados, 111 en el caso de los
sobreexpresados al silenciar JunB y 135 en el caso de los reprimidos, eran

comunes a ambos siARNSs (Figura 51 y Tabla A.4 del Anexo, CD adjunto).

Genes que aumentan su expresion
al silenciar JunB
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Figura 51: Genes diferencialmente expresados detectados al silenciar JunB. Se
representa el total de genes diferencialmente expresados obtenidos al comparar los
niveles de los mARNs de células U20S transfectadas con siJunB-792 o siJunB-848 y
células control, asi como los subconjuntos de genes que presentan una expresion
incrementada al silenciar JunB respecto a las células control o disminuida (FDR<0.05).
Mediante diagramas de Venn se muestra el nimero de genes cuya expresion se ve
afectada de la misma manera al silenciar JunB con ambos siARNs.

A la vista de estos resultados nos preguntamos si la diferencia en la
expresion de genes segun se silencie JunB con un siARN u otro podria
deberse a efectos inespecificos de los siARNs contra otros miembros de la
familia AP-1. Analizamos los cambios de expresion de los miembros de las
familias Jun y Fos obtenidos del andlisis transcriptomico antes del filtrado
en funcién del valor FDR y sus niveles proteicos mediante western blot
(Tabla 8 y Figura 52). Lo primero que cabe destacar es la mayor disminucién
de los niveles de JunB al silenciar su expresion con el oligonucleétido

siJunB-792 comparado con el siJunB-848, confirmando la mayor eficiencia
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del primero como ya se apreciaba en el analisis por RT-qPCR mostrado en la

Figura 50.

Tabla 8: Cambios de expresion respecto a las células control de las familias Jun y Fos

obtenidos del analisis transcriptomico al silenciar JunB con siJunB-792 y siJunB-848.

Cambio expresion Cambio expresion
siJunB-792 vs siCt siJunB-848 vs siCt
JUNB -2.56 (FDR=0.0001) -1.66 (FDR=0.006)
JUND -1.01  (FDR=1) -1.68 (FDR=0.01)
JUN 1.16 (FDR=0.5) 1.08 (FDR=0.8)
FOS -1.26 (FDR=0.2) 1.15 (FDR=0.5)
FOSB 1.01 (FDR=1) -1.05 (FDR=0.8)
FOSL1 -1.28 (FDR=0.5) -1.69 (FDR=0.07)
FOSL2 1.11  (FDR=0.7) 1.28 (FDR=0.2)

Al analizar los cambios de expresiéon de los otros miembros AP-1 no
se aprecian variaciones significativas cuando se utiliza siJunB-792. En
cambio, al silenciar JunB con siJunB-848 se observa una disminucion de los
niveles de JUND en la misma magnitud que la obtenida para JUNB vy,
rebajando un poco el criterio estadistico aplicado para el analisis de los
resultados, esto es, considerando un FDR ligeramente superior al limite
marcado en 0.05, también observamos una disminucion de los niveles de
FOSL1, el gen que codifica Fral. Acorde con estos resultados, en la Figura 52
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Figura 52: Alteracion en la expresion proteica de otros miembros de las familias Jun
y Fos al silenciar JunB. Células U20S se transfectaron con un control negativo siControl
(siCt) o con cada uno de los dos siARNSs dirigidos contra JunB (siJunB-792 y siJunB-848) y
48 h después se prepararon extractos proteicos y se analizaron mediante western blot con
los anticuerpos contra los diferentes miembros de la familia AP-1 indicados a la derecha
de la figura. GAPDH se us6 como control de carga.
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se observa que los niveles proteicos de estos dos miembros AP-1, JunD y
Fral, en las células transfectadas con siJunB-848 estan reducidos con
respecto a las células transfectadas con el control negativo o con siJunB-792,
entre las que no se aprecian diferencias. Pese a no observarse variacion de su
expresion en los resultados del andlisis transcriptémico los niveles proteicos
de Fra2 son inferiores en las células transfectadas con los dos siJunB
comparadas con las células control. Al observarse en ambos casos no parece
que se deba a un efecto inespecifico sino que sugiere un posible papel de

JunB en la regulacion de la estabilidad proteica de Fra2.

Mediante la herramienta Panther (Mi et al., 2013a; Mi et al., 2013b)
realizamos un analisis de enriquecimiento de términos de ontologia génica
(GO) correspondientes a procesos bioldgicos asociados a los genes
diferencialmente expresados obtenidos con cada siJunB. Se obtuvieron 132
procesos bioldgicos enriquecidos en el caso de los genes diferencialmente
expresados al silenciar JunB con siJunB-792 (Tabla A.5 del Anexo en el CD
adjunto) y 95 al utilizar siJunB-848 (Tabla A.6 del Anexo en el CD adjunto),
de los cuales 71 son comunes a ambos casos. Entre ellos se encuentran
procesos relacionados con la regulacion de la transcripcion, la transduccion
de sefial, la respuesta a estrés, desarrollo y morfogénesis y procesos

metabdlicos, entre otros.

Como nos interesan principalmente los genes diferencialmente
expresados con un papel en ciclo celular que pudiera explicar el fenotipo
observado tras el silenciamiento de JunB, seleccionamos mediante el sistema
de clasificacion Panther (Mi et al., 2013a; Mi et al.,, 2013b) aquellos genes
asociados con el ciclo celular. En el caso de las células silenciadas con
sijlunB-792 se obtuvieron 129 genes de ciclo celular diferencialmente
expresados, 81 con su expresion disminuida respecto a las células control y
48 con su expresion incrementada (Tabla A.7 del Anexo en el CD adjunto).
En las células silenciadas con siJunB-848 el niumero de genes de ciclo celular
con expresion diferencial obtenido fue de 97, 61 de los cuales presentaban
una menor expresion respecto a las células control y 36 una expresién mayor
(Tabla A.8 del Anexo en el CD adjunto). Los genes con expresion diferencial
implicados en el ciclo celular comunes al silenciar con ambos siJunB se

muestran en la Tabla 9 junto con los cambios de expresion respecto a las
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células control obtenidos con cada uno de los dos siARNs contra JunB. Entre
estos genes aparece JUNB, como era de esperar puesto que lo hemos
silenciado y esta implicado en la regulacion del ciclo celular, junto con 7
genes con expresion disminuida mientras que los 5 restantes tienen

incrementada su expresion.

Tabla 9: Genes implicados en ciclo celular con expresion diferencial al silenciar JunB con siJunB-792 y

siJunB-848 en células U20S. Se indica el tipo de proteina codificada segtin la clasificacion Panther.

. . Cambio Cambio
Tipo de proteina L i
Descripcion codificada expresion expresion
Panther siJunB-792 siJunB-848
( ) vs siCt vs siCt
CCNE1 Cyclin E1 Activador de quinasas -2.48 -1.61
Excision repair cross- .

ERCC2 complementation group 2 Helicasa de ADN -1.49 -1.37
ETV1 Ets variant 1 Factor de transcripciéon -1.45 -1.40
ETV4 Ets variant 4 Factor de transcripcion -1.91 -1.65

Nucleasa, proteina de
EXO1 Exonuclease 1 uni6n a ADN dafiado -1.34 -1.25
JUNB Jun B proto-oncogene Factor de transcripcion -2.56 -1.66
SLFN5 Schlafen family member 5 - -1.57 -1.58
VEGFC Vascular endothelial growth Factor de crecimiento -1.35 -1.38

factor C
GA binding protein transcription N

GABPA factor, alpha subunit 60kDa Factor de transcripcion 1.70 1.33

Growth arrest-specific 2 Proteina no motora de
CrEEL like 1 unién a actina el 121D
WDR92 WD repeat domain 92 e 1.33 1.37

a ARN
ZAK St_enle alpha_njotn‘ a_nd leucine Proteina quinasa no 1.49 1.48
zipper containing kinase AZK receptora
Zinc finger protein 36, C3H Proteina de unién

ZFP36L2 type-like 2 a ARN 1.33 1.63

Entre los genes identificados se encuentran varios que codifican
factores de transcripcion o proteinas de union a ARN, los que codifican las
proteinas ERCC2 y EXO1 implicadas en mecanismos de reparacion del ADN
y el factor de crecimiento VEGFC. El gen que presenta la mayor variacién en
su expresion es CCNE1, que aparece reprimido en las células con JunB
silenciado. Se observa ademas una correlacion entre su nivel de expresion y
el de JunB siendo la disminucién en su expresién mayor cuando la
disminucion en los niveles de JunB es mas acusada a consecuencia de su

silenciamiento con los dos siARNSs diferentes.
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La Ciclina E1 es un regulador clave del ciclo celular. Se expresa desde
la fase G1 tardia hasta la fase S y mediante su unién y activaciéon a la
quinasa CDK2 regula la fosforilaciéon de sustratos imprescindibles para la
entrada en fase S (Moroy & Geisen, 2004). Para confirmar que la expresion
de la Ciclina E1 esta alterada en ausencia de JunB analizamos mediante RT-
gPCR los niveles de su mARN en células U20S transfectadas con el siARN
control o con cada uno de los dos siARNs contra JunB (Figura 53A),
confirmando la disminucién en su expresion al silenciar JunB. Los niveles
disminuidos de la Ciclina E1 estdn en concordancia con la disminucién de
células en fase S observada al silenciar JunB que es, de hecho, mas acusada
al usar el siJunB-792 (ver Figura 50C) coincidiendo con la mayor

disminucién de JunB y de Ciclina E1.
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Figura 53: La expresion de CCNE1 y de ERCC2 disminuye al silenciar JunB en
células U20S. Células U20S se transfectaron con siControl o con cada uno de los dos
siARNs dirigidos contra JunB (siJunB-792 y siJunB-848) y 48 h después se analizaron los
niveles de mARN de CCNE1 (A) y de ERCC2 (B) mediante RT-gPCR normalizando
respecto al gen de referencia S26. Los niveles de expresion de CCNE1y de ERCC2 en
las células tratadas con los siARNs dirigidos contra JunB indican la expresion génica
relativa respecto a las células transfectadas con el siControl. Los datos representan la
media de triplicados y las barras de error corresponden a las desviaciones estandar.

Mediante RT-qPCR confirmamos, ademas, la disminucién de otro de
los genes diferencialmente expresado obtenido del analisis transcriptémico
al silenciar JunB con los dos siARNs: ERCC2 (Figura 53B). Este gen codifica
una helicasa de ADN dependiente de ATP implicada en la reparaciéon del
ADN por escision de nucledtidos (NER) y en la transcripcion basal mediada
por la ARN polimerasa II. Interviene, ademas, en el control del ciclo celular

mediante su accion sobre el complejo CAK (Fuss & Tainer, 2011).
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3. Identificacion de potenciales dianas transcripcionales
directas de JunB mediante ChIP-seq.

Para detectar los sitios de unién de JunB al genoma e identificar asi
potenciales dianas transcripcionales directas de JunB implicadas en ciclo
celular llevamos a cabo inmunoprecipitaciéon de cromatina con anticuerpo
anti-JunB seguida de secuenciacién masiva (ChIP-seq) en células U20S en
crecimiento asincronico. Realizamos, ademas, ChIP-seq en la linea celular
Karpas 299 derivada de LACG ALK+ donde JunB esta sobreexpresado.

Tras alinear las regiones inmunoprecipitadas sobre el genoma
humano se identificaron 7572 regiones de union de JunB en el caso de las
células U20S y 6964 regiones en las células Karpas 299, de las cuales 1072
son comunes a ambas lineas celulares. Se realizé una buisqueda de motivos
en las regiones inmunoprecipitadas utilizando la herramienta MEME-ChIP
(Bailey et al., 2009; Machanick & Bailey, 2011) que analiza las secuencias
procedentes de experimentos de ChIP-seq en busca de motivos enriquecidos
y luego los compara con los descritos en las bases de datos para factores de
transcripcion conocidos. En la Tabla 10 se muestran todos los motivos
significativos encontrados (valor E < 0.05). En ambos tipos celulares el
motivo mds abundante resulté ser AP-1/TRE que es el motivo de
reconocimiento de la familia de factores de transcripciéon AP-1 a la que
pertenece JunB (Shaulian & Karin, 2001). Ademas, este motivo se encuentra
centrado en las regiones inmunoprecipitadas lo que es una indicacién de
que JunB se une directamente al ADN a través de este motivo y confirma
que se ha logrado un enriquecimiento de los putativos genes diana de AP-1
con este tipo de abordaje experimental. Se encontraron también otros
motivos asociados a diferentes factores de transcripcion con los que JunB
podria estar interaccionando en su unién al ADN asi como el motivo AP-
1/CRE, que es otro motivo consenso de unién al ADN para la familia AP-1
(Shaulian & Karin, 2001).

Para asignar las regiones de unién de JunB al genoma a potenciales
genes diana se utiliz6 la herramienta GREAT (McLean et al,, 2010). Cada
region se asignoé al gen cuyo TSS estuviera mas cercano, siempre y cuando la

distancia no fuera mayor de 10 kb. Aplicando este criterio se identificaron
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975 genes con sitio de union de JunB en el caso de la linea celular U20S
(Tabla A.9 del Anexo, CD adjunto) y 798 genes en Karpas 299 (Tabla A.10

del Anexo, CD adjunto), de los que 168 genes son comunes a ambas lineas.

Tabla 10: Motivos enriquecidos en los fragmentos inmunoprecipitados en células U20S y Karpas 299
(K299) identificados mediante la herramienta MEME-ChIP.

u20s K299
Factores de transcripcion Factores de transcripcion

Motivo asociados al motivo Valor E Motivo asociados al motivo Valor E

identificado identificado
sallTch  Jun.Fosiz,uune  2.e-1760 TAJOA,  JunFosii,Fos  63e04
STAT2:STAT1, MEF2C, i
} Me ReL, ReLA, sTAT  17e-108 | |+ \MT TATl 3.60-148
MAATA MEF2C, MEF2A 1.0e-061 jACCACA RUNX1, RUNX2, KLF1 3.2e-132
£CAQC - 9.6e-053 JCAAAA EHF, SPIB, ERG 6.9e-074
EETCCE EHF, SPI1, ZNF263 2.0e-034 J AAACI IRF1, STAT2:STAT1, IRF2 6.2e-046
j ATTACA DDIT3:CEBPA 3.56-033 MFCC KLF5 6.86-029

T TTy Runxi, Runxe, Foxrt 20e-0s1 | | 00NT0  Nxesmunxt Gt 786020

jAAAAAAAA SOX3, FOXP1 1.1e-028 f}CeCA C TCF3, GFI1B 2.6e-017

"EAC T ARNT, MYCN, MYC:MAX 3.8e-018 L AAA STAT4, E2F4, STATA 2.1e-014

mAAAT I NR3C1 8.86-017 JAC TA ARNT, MYCN, HIF1A:ARNT 7.7e-014

_ﬂ'AT TCA JUN, JUND, CREB1  1.4e-012 AAAACAAA SOX3, FOXP1,S0X6  2.5¢-012

,sq CCCA A ESR1 1.7e-011 }ATTAT-.-A HNF1A 2.1e-011

JA AAA B 1.36-010 sz TT RUNX1, RUNX2, RREB1  1.8e-008
JNTH ol TIA

MACTECT i 120009 | | ]z . 2.80-008

Tl e oo | AT e

IH'TAAA ARID3A 2.8e-007 jCT A I TFAP2A 2.4e-006

3 C0ACzC GABPA 6.66-007 JCTCL M - 1.9¢-004

jCA CC'I'C . 1.9-006 ﬂTTTAA%A ARID3A 6.8¢-004

}CA CTAC NHLH1, TCF3, TCF12  2.6-006 m J A A;_ GATA1 1.5e-003
mCTT - RUNX1, RUNX2, KLF1  3.5e-004 ]CACACACA KLF1, EGR2, KLF4 3.4e-003
}C%CCACCC KLF5, KLF4, KLF1  1.66-003 H 166 RREB1 2.8e-002

mc CTT . 4.9¢-003 jTACA TCA - 3.46-002
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Un analisis completo de los términos de ontologia génica (GO)
asociados a estos potenciales genes diana directos de JunB que estan
enriquecidos comparandolos con la distribucién de términos GO asociados a
todos los genes del genoma humano mediante el sistema de clasificacion
Panther (Mi et al., 2013a; Mi et al., 2013b) reveld 168 procesos bioldgicos
enriquecidos en las células U20S y 142 en el caso de las K299 (Tablas A.11y
A.12 del Anexo en CD adjunto, respectivamente). Esta diversidad funcional
concuerda con el papel descrito para la familia AP-1 como regulador de una
gran variedad de procesos celulares. Entre ellos, algunos procesos bioldgicos
enriquecidos son especificos de cada linea celular como, por ejemplo,
regulacion de la activacion de células T o activacion de leucocitos mieloides

para las células Karpas 299 y otros son comunes a ambas lineas celulares.

Debido a que muchos términos GO son redundantes el programa
Panther ofrece un sistema de clasificacion simplificado (Panther GO-Slim)
que agrupa los términos GO relacionados entre si para facilitar el andlisis.
Aplicando esta herramienta obtuvimos los términos GO enriquecidos para
cada linea celular que se muestran en la Figura 54. Entre ellos aparece el
ciclo celular, con 90 genes en el caso de las células U20S y 76 genes en
Karpas 299.

4. Identificacion de dianas transcripcionales de JunB
mediante ChIP-seq y analisis transcriptémico.

Con objeto de determinar si los genes diferencialmente expresados al
silenciar genéticamente a JunB son dianas transcripcionales de JunB
comparamos (i) la lista de los genes diferencialmente expresados al silenciar
JunB con los dos siJunB y (ii) las listas de genes diferencialmente expresados

con cada siJunB, con los datos de ChlIP-seq en células U20S.

(i) 12 genes que aparecen diferencialmente expresados al silenciar
JunB con los dos siJunBs utilizados presentan regién de unién de JunB
(Tabla 11). En la Tabla se indica el cambio de expresién obtenido con cada

uno de los dos siARNs dirigidos contra JunB y la posicién del sitio de unién
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U208

Morfogénesis estructura anatémica (60)

Adhesion bioldgica (64)
Coagulacion sanguinea (23)
Adhesion celular (64)

Protedlisis (62)
Procesos metabdlicos proteinas (169)

Comunicacion celular (223)

Procesos metabdlicos primarios (368)
- Ciclo celular (90)

— Morfogénesis componentes celulares (54)

Procesos celulares (375)
Procesos metabdlicos (443)

Localizacién (150) Procesos desarrollo (188)

Karpas299

Transporte mediado por vesiculas (56)
Comunicacion celular (165)

Respuesta a estimulos (110)

Fosforilacion proteinas (40)
N

Ciclo celular (76)
Mitosis (36) 4

_ Respuesta defensa celular (31)

Procesos celulares (292)
Procesos metabdlicos (360)

Procesos sistema inmune (105) Respuesta inmune (44)

Figura 54: Andlisis de términos GO enriquecidos entre las potenciales dianas
transcripcionales de JunB. Los graficos muestran los procesos biolégicos en los que
estan implicados los genes para los que se ha detectado unién de JunB en células U20S
y Karpas 299 y que aparecen enriquecidos al hacer un analisis de términos GO con la
herramienta Panther GO-Slim. Entre paréntesis se indica el nimero de genes asociados a
cada proceso biolégico enriquecido.

de JunB respecto al TSS del gen de interés. Haciendo uso de la herramienta
FIMO del paquete MEME (Bailey et al., 2009; Grant et al., 2011) se analizo la
presencia en las regiones inmunoprecipitadas de los motivos consenso AP-
1/TRE o AP-1/CRE. Acorde con los resultados del anadlisis de
enriquecimiento de motivos mostrado en la Tabla 10, el motivo TRE esta
presente en la mayoria de las regiones analizadas. En la Tabla 11 se muestra,
ademas, el tipo de proteina codificada obtenido del sistema de clasificacion
Panther asi como los términos de ontologia génica asociados a cada gen.
Cabe destacar la presencia de varios genes implicados en la regulacion de la

transcripcion mediada por la ARN polimerasa Il y del ciclo celular.
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(ii) De los genes diferencialmente expresados al silenciar JunB con
siJunB-792, 113 muestran secuencias de unién a JunB, indicando que JunB
actia en su regulaciéon de manera directa (Tabla A.13 del Anexo, CD
adjunto). En el caso de los genes diferencialmente expresados al silenciar
JunB con siJunB-848 el niimero de genes con zonas de unién a JunB es 88
(Tabla A.14 del Anexo, CD adjunto). Al analizar los términos GO asociados
a estos genes con la herramienta Panther (Mi et al., 2013a; Mi et al., 2013b) se
encontraron enriquecidos procesos biologicos relacionados, principalmente,

con desarrollo y morfogénesis (Tablas A.15 y A.16 del Anexo, CD adjunto).

Entre todos los genes identificados como dianas transcripcionales de
JunB seleccionamos mediante el sistema de clasificaciéon Panther aquellos
con un término GO asociado de ciclo celular. Obtuvimos 12 genes con sitio
de unién de JunB y expresion alterada al silenciar con siJunB-792 y 8 genes
al silenciar con siJunB-848. Los genes identificados se han dividido entre
aquellos que presentan una expresion incrementada o reducida en respuesta
al silenciamiento de JunB y se muestran en las Tablas 12 y 13,
respectivamente, junto con la posicion del sitio de unién de JunB respecto al
TSS del gen de interés y la existencia o no de motivo consenso AP-1/TRE o

AP-1/CRE en la regién inmunoprecipitada.

En la lista de genes que disminuyen su expresion al silenciar JunB
(Tabla 12) no aparece CCNEI al no observarse uniéon de JunB en los
resultados del ChIP-seq, indicando que la reducciéon en sus niveles al
silenciar JunB es, probablemente, un efecto transcripcional indirecto. El gen
que si presenta una region de union de JunB y cuya expresion disminuye al
silenciar con los dos siARNs dirigidos contra JunB, como confirmamos por
RT-qPCR (Figura 53), es ERCC2.

JunB se une a una regién situada a unas 6 kb del sitio de inicio de la
transcripcion del gen ERCC2. Haciendo uso de la pagina web de UCSC
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) (Kent et al., 2002) visualizamos
la regién de union de JunB junto con datos de ChIP-seq con anticuerpos
contra modificaciones de histonas procedentes de la base de datos de
ENCODE (Rosenbloom et al, 2013). La modificacion H3K4me3 esta

asociada a transcripcion activa y se localiza cerca de los sitios de inicio de la
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Tabla 12: Genes de ciclo celular con sitio de union de JunB que disminuyen su expresion al silenciar JunB.

Posicion
g:l ?_I'.t(',::‘ Motivo Motivo
codificada siJB-792  siJB-848 uni TRE CRE

. . respecto
(Panther) vs siCt vs siCt al TSS

Tipo de Cambio Cambio
proteina expresion expresion

Descripcion

Cyclin-dependent  Proteina quinasa

CDK15 kinase 15 no receptora 281 8545 S| S|
BTG3 BTG family, . -2.47 +1304 S sl
member 3
Protein tyrosine .
PTP4A2  phosphatase type Proteina -1.93 +6588 Sl NO
fosfatasa
IVA, member 2
MAPK6 Mltoggn—gctlvated Proteina quinasa 474 +2136 S| NO
protein kinase 6 no receptora
Sex comb on midleg
SCMH1 homolog 1 Factor de 154 +3481 S NO
f transcripcion
(Drosophila)
Cell division cycle Factor de
CDCA4 associated 4 transcripcion -1.82 -3990 Sl St
. Modulador
ABI3 ABI family, member 3 proteina G -1.50 -378 SI SI
Excision repair cross- .
ERCC2  complementation He'fgﬁ de -1.49 1.37 6123 NO sl
group 2
DNAL4 Dyn‘eln, axolnemal, ) Proteina 157 8662 NO sI
light chain 4 citoesqueleto
Microtubule . .
; Proteina quinasa
MAST2 assoc_lated ser/thr no receptora -1.45 -684 SI NO
kinase 2
E74-like factor 1 (ets
ELF1 domain transcription Factqr d.e, -1.35 +85 SI NO
transcripcion
factor)

Tabla 13: Genes de ciclo celular con sitio de unién de JunB que aumentan su expresion al silenciar JunB.

Posicion
;.i:l T_:.t(',::‘ Motivo Motivo
codificada siJB-792  siJB-848 uni TRE CRE

. . respecto
(Panther) vs siCt vs siCt al TSS

Tipo de Cambio Cambio
proteina expresion expresion

Descripcion

Cyclin-dependent

CDKN1A  Kinase inhibitor 1A '"nibidor de 1.65 +4053 Sl NO
; quinasas
(p21, Cip1)
EoF7 E2F transcription Facto_r d‘e’ 156 +6070 sI NO
factor 7 transcripcién
SFN Stratifin Chaperona 1.33 +9442 NO NO
Growth arrest-specific FTEIEIRE D
GAszL1 oW 2 like 1 P motora de unién  1.31 1.36 +4073 Sl NO
a actina
v-maf avian
MAF muspuloaponeurotlc Facto_r d‘e’ 182 7085 sI NO
fibrosarcoma transcripcion
oncogene homolog
Growth arrest and
-1132
GADD45B DNA-damage- - 1.74 6694 g: NS(I)
inducible, beta )
S100 calcium binding Molécula -932 Sl NO
SULLA) protein A10 sefalizacion 1.65 +4892 SI NO
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transcripcion, la modificacion H3K4mel se encuentra normalmente en
elementos potenciadores o enhancers y H3K27ac se asocia a elementos
reguladores activos. Ademas, regiones que presentan sensibilidad al corte
con nucleasas (DNase clusters) son indicativas de regiones accesibles de la
cromatina que coinciden con zonas reguladoras (Bannister & Kouzarides,
2011; Kimura, 2013).

En la Figura 55 se observa que la regién de unién de JunB a ERCC2
coincide con una zona rica en las modificaciones de histonas H3K4mel y
H3K27ac y es sensible al corte con DNasas. Asi, JunB participaria
directamente en la activacion transcripcional de ERCC2 a través de su union

a esta zona reguladora.

Scale 10 kb) { hg19
chr19: 45,860,000 45,865,000 45,870,000 45,875,000 45,880,0%

ERCO2HjHtfedfeccccdeeedifH<H

Layered H3K4Me3 ' A

Layered H3K4Me1
Layered H3K27Ac

DNase Clusters“ l l ' I I I

Figura 55: JunB se une a una regién reguladora de ERCC2. El rectangulo situado a la
derecha de la figura indica la region de unién de JunB cercana al TSS de ERCC2
identificada en células U20S. Se muestran también datos de modificaciones de histonas y
regiones sensibles al corte con DNasa procedentes de la base de datos ENCODE. La
posicién de la region de unién de JunB se ha sombreado para resaltar su coincidencia con
las modificaciones de histonas y las zonas sensibles al corte con DNasas. La imagen ha
sido obtenida de http://genome.ucsc.edu/.

o, s e

Aligual que sucede con ERCC2, las regiones de unién de JunB al resto
de genes de la Tabla 12, potenciales dianas transcripcionales de JunB sobre
las que ejerceria un efecto activador, coinciden con zonas sensibles al corte
con DNasas y ricas en las modificaciones de histonas H3K4me3, H3K4mel y
H3K27ac, indicando que son zonas reguladoras de la expresién génica
(Figura 56).

Los genes de ciclo celular con sitio de unién de JunB que aumentan su
expresion en respuesta al silenciamiento de JunB y sobre los que JunB, por
tanto, actuaria como represor transcripcional se muestran en la Tabla 13. De
los 7 genes identificados el tnico que da lugar a un aumento de expresion al
silenciar JunB con los dos siARNs utilizados es GAS2L1. Este gen codifica
para un miembro de la familia GAS2 (growth arrest-specific 2) al que se le ha

atribuido un papel de supresor tumoral ya que su sobreexpresion da lugar a
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una parada del crecimiento celular (Gamper et al., 2009). Esto apunta a que
los niveles elevados de GAS2L1 observados tras silenciar JunB con ambos

siJunB podrian contribuir a la parada de ciclo celular observada.

Scale 10 kob—————— ha19 Scale 10 kb hg19
chr2: 202,670,004 202,680,000 chr21: | 18970004 18975000 18,980,000 18,985,000
-— -
CDK15 H—A—] BTG3
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ayere 3 ) L T e et -
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DNase Clusters | | [[1 '||| NI | R | DNase Clusters | I %77
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Layered H3KaMe3 d Layered HakaMe3 y
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Figura 56: JunB se une a regiones reguladoras de los genes implicados en ciclo
celular que disminuyen su expresion al silenciar JunB. Los rectangulos indican las
regiones de unién de JunB identificadas para cada gen. Su posicion se ha sombreado
para mostrar su coincidencia con los datos de modificaciones de histonas y de zonas
sensibles al corte con DNasas procedentes de la base de datos ENCODE. Las iméagenes
han sido obtenidas de http://genome.ucsc.edu/

Al visualizar la posicion de la region de uniéon de JunB en UCSC
Genome Browser se encontro que esta region situada a unas 4 kb del TSS de
GAS2L1 presenta sensibilidad al corte con DNasas, indicador de un estado
accesible de la cromatina, y es rica en las modificaciones H3K4Mel y
H3K27Ac, asociadas a zonas potenciadoras activas (Figura 57). Esto indica

que JunB se une a una zona reguladora a través de la cual ejerce su efecto

represor sobre la transcripcion de este gen.

Lo mismo se observa para el resto de genes de la Tabla 13 (Figura 58)

entre los que se encuentra CDKNIA. Este gen codifica el inhibidor de
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quinasas dependientes de ciclina p21 cuya expresion incrementada estaria

contribuyendo a la parada de ciclo celular observada al silenciar JunB.

Scale 5 kb | hgt9
chra2: 29,700,000 29,705,000
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Figura 57: JunB se une a una region reguladora de GAS2L1. El rectangulo indica la
region de unién de JunB al gen GAS2L1 en células U20S. Se muestran también datos

procedentes de la base de datos ENCODE de modificaciones de histonas y regiones
sensibles al corte con DNasa. La imagen se ha obtenido de http://genome.ucsc.edu/.
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Figura 58: JunB se une a regiones reguladoras de los genes implicados en ciclo
celular que aumentan su expresion al silenciar JunB. Los rectangulos indican las
regiones de unién de JunB identificadas para cada gen. Su posicion se ha sombreado
para mostrar su coincidencia con los datos de modificaciones de histonas y de zonas
sensibles al corte con DNasas procedentes de la base de datos ENCODE. Las iméagenes
han sido obtenidas de http://genome.ucsc.edu/.
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1. Regulacion de la degradacién de JunB en G2 por GSK3p-
SCFFbxw7

La expresion de JunB esta regulada durante la progresion del ciclo celular.
En células quiescentes los niveles de JunB son bajos pero aumentan
rapidamente y de forma transitoria tras la estimulacion con suero. Esta
variacion de JunB en la transicion de GO a G1 es necesaria para la adecuada
progresion de las células durante la fase S (Andrecht et al., 2002; Kovary &
Bravo, 1991; Lallemand et al., 1997). Tras mantener niveles intermedios
durante las fases S y G2, JunB sufre una dramatica disminucién en la
transiciéon G2/M debido a su degradacion proteasomal (Farras et al., 2008) lo
que conduce a bajos niveles durante la mitosis. Si los niveles de JunB se
mantienen elevados en este punto se produce una progresion ralentizada de
la mitosis acompanada de la aparicién de defectos mitéticos (Bakiri et al.,
2000; Farras et al., 2008). Por lo tanto, asegurar que los niveles de JunB sean
los adecuados en cada fase del ciclo celular resulta esencial para el correcto

desarrollo del mismo.

El sistema ubicuitina-proteasoma es un mecanismo de control de la
estabilidad proteica esencial en numerosos procesos celulares. Una
degradacion alterada de proteinas puede ser causa de proliferacion
descontrolada, inestabilidad genética y cancer. La E3 ubicuitina ligasa

Fbxw?7 es uno de los componentes de este sistema que juega un papel central
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en el control del ciclo celular. La mayoria de sus sustratos son oncogenes
implicados en un gran nuimero de neoplasias humanas por lo que se le
atribuye un papel de supresor tumoral (Akhoondi et al.,, 2007; Tan et al.,
2008). De hecho, se han descrito mutaciones en el gen que codifica Foxw?7 en
un gran ndamero de canceres humanos incluyendo el de pecho, endometrio,
ovario, pancreas, colangiocarcinomas y leucemia linfoblastica aguda de
células T. Debido a la gran variedad de sustratos de Fbxw?7 los mecanismos
tumorigénicos asociados a su inactivacion son muy variados y no estan del

todo caracterizados (Davis et al., 2014; Wang et al., 2012).

En este trabajo se ha identificado a JunB como un nuevo sustrato de
Fbxw?7. Mediante inmunoprecipitacion de proteinas se ha demostrado la
interaccion especifica de JunB con Fbxw?7 y se ha observado un aumento de
la vida media de JunB en presencia del mutante dominante negativo
Fbxw7(R465A). Ademas, en la linea celular derivada de cancer de colon
DLD1#5XW7- que contiene una delecién somatica para FBXW7 JunB no se
degrada y se acumula en células sincronizadas en mitosis a diferencia de lo

que ocurre en la linea parental DLD1.

Se han identificado, ademas, los residuos fosforilables de JunB que
determinan su estabilidad en G2/M. Estos residuos se encuentran en el
motivo de reconocimiento conocido como fosfodegron para la proteina
Fbxw?7 compuesto por la secuencia de aminoacidos: SRDATPPVSP. Tanto la
interaccién de JunB con Fbxw?7 como su ubicuitinacién dependen de la
fosforilacion de los residuos S251, T255 y S259 del fosfodegréon y su
mutaciéon a alaninas para evitar su fosforilacion conduce a un notable
incremento de la vida media de JunB. Gracias a la generacion de poblaciones
celulares estables que expresan el mutante Sxs1A/T255A/Ses9A-JunB de forma
condicional, hemos observado que en células sincronizadas este mutante no
se degrada al final de G2 como ocurre con JunB salvaje sino que se acumula

a medida que las células progresan por el ciclo celular y alcanzan la mitosis.

Como ocurre con otros sustratos de Fbxw?7, la fosforilacion de estos
residuos depende, en parte, de GSK33. Hemos demostrado que esta quinasa

fosforila la T255 y la S251 y para que estas fosforilaciones ocurran es
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necesario que la S259 esté fosforilada, coincidiendo con lo descrito para
otros sustratos de GSK33 que han de ser previamente fosforilados por otra
quinasa en la posiciéon +4 (Cohen & Frame, 2001). Esto podria indicar una
funcién reguladora de la S259 ya que su fosforilacion determinaria la unién
de GSK3p y, por tanto, el inicio de la degradacién de JunB. Sin embargo, la
fosforilacion en la 5259 no esta limitada al momento de la degradaciéon de
JunB. Al sincronizar células en la transicion G1/S y dejarlas progresar por el
ciclo hasta mitosis la fosforilaciéon en la 5259 se detecta desde el inicio y sus
niveles varian siguiendo el mismo patrén que los niveles totales de JunB.
Asi pues, la fosforilacién en la 5259, aunque importante en la estabilidad de

JunB, no es la que marca el inicio de su decaimiento.

La activaciéon de la quinasa GSK3p es lo que podria determinar el
momento de la degradacion de JunB. En este sentido, hemos observado que
la actividad de GSK3(3 aumenta durante la fase G2 del ciclo coincidiendo
con la disminucién de los niveles de JunB. GSK3p esta implicada en la
regulacion de la estabilidad de numerosas proteinas y juega un papel
importante en la progresion del ciclo celular (Xu et al., 2009). Sobretodo se
ha estudiado su papel en las fases iniciales del ciclo donde su actividad es
inhibida por la via PI3K/AKT en respuesta a sefializacién mitogénica. La
inhibicién de GSK3[ conduce a la estabilizaciéon de mediadores clave de la
progresion del ciclo celular como Ciclina D1, Ciclina E y cMyc resultando
esencial para la transicion G1/S (Diehl et al., 1998; Welcker et al., 2004;
Welcker et al., 2003). Sin embargo, el papel de GSK3p en la transiciéon G2/M
estd menos caracterizado. Se ha observado que el uso de inhibidores de
GSK3p conduce a retraso en mitosis, defectos en el alineamiento de los
cromosomas y acumulacion de microntcleos (Tighe et al., 2007; Wakefield et
al., 2003). Estos resultados sugieren que GSK3p acttia sobre sustratos que
juegan un papel importante en las fases G2 y M. En este trabajo hemos
identificado a JunB como uno de los sustratos de GSK3[3 en G2. De hecho, la
acumulacién de JunB en mitosis conduce a la aparicion de defectos mitdticos

similares a los descritos tras la inhibicion de GSK3p (Farras et al., 2008).

Recientemente se ha identificado a las quinasas ERK1/2 como las

responsables de la fosforilacion en la 5259 de JunB (Courcelles et al., 2013).
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Estas quinasas fosforilan residuos de serina o treonina que se encuentran en
motivos consenso S/T-P acompafiados normalmente de una prolina en
posicion -2 (Gonzalez et al., 1991), requisitos que cumple el residuo 5259 de
JunB. Se ha descrito que las quinasas ERKSs estan implicadas en la activacion
de los miembros AP-1 en respuesta a factores de crecimiento. Esta activacion
se produce tanto a nivel de la regulacion de su expresién mediante la
fosforilacion y activacion de otros factores implicados en ella como a nivel
de su activacion transcripcional mediante la fosforilacion directa de varios
miembros AP-1 (Shaulian & Karin, 2002). La fosforilacion de JunB en la 5259
mediada por ERK1/2 ademas de actuar como reclutador de la quinasa
GSK3p podria estar afectando a la actividad transcripcional de JunB, ya sea
modulando su unién al ADN o afectando a la dimerizacion con otros
miembros AP-1. Segtin el trabajo de Courcelles la actividad transcripcional
del complejo JunB/cFos aumenta cuando el residuo 5259 esta fosforilado
(Courcelles et al., 2013). Seria interesante analizar si este efecto es especifico
de la interacciéon de JunB con cFos o afecta a la formacién y actividad de

otros dimeros JunB/AP-1.

Ademas de la importancia de los residuos 5251, T255 y S259 aqui
demostrada, publicaciones previas apuntaban al papel de los residuos T150
y 5186 en la estabilidad de JunB en G2/M (Bakiri et al., 2000; Farras et al,,
2008). Sin embargo, aunque se ha descrito que la mutacion de estos residuos
conduce a una estabilizaciéon de JunB en mitosis, su degradacion sigue
produciéndose hacia final de G2 (Farras et al., 2008). Con objeto de
averiguar si las fosforilaciones en la T150 y la 5186 pueden afectar a las
fosforilaciones de los residuos del fosfodegron de JunB hemos analizado
estas fosforilaciones en el mutante Tis0A/S1ssA-JunB. Aunque los resultados
indican que las fosforilaciones en la T150 y la S186 no son necesarias para la
fosforilacion de los residuos del fosfodegréon de JunB, no puede descartarse
que la mutaciéon de estos residuos de lugar a una conformacion
tridimensional de la proteina menos 6ptima para su interaccién con Fbxw?7 o
con los residuos de lisina que posteriormente seran ubicuitinados menos
accesibles. Puede incluso que estos residuos constituyan puntos adicionales
de interaccién con la E3 ligasa que conduzcan a una degradacion mas

eficiente de JunB. En este sentido, se han descrito sustratos de Fbxw?7, como
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la Ciclina E, que poseen ademas de su fosfodegron principal, fosfodegrones
auxiliares que contribuyen en menor medida a su degradacion (Welcker et
al., 2003). Tanto la T150 como la S186 de JunB van seguidas de una prolina
de manera que al fosforilarse dan lugar a las secuencias pTP o pSP,
secuencias definidas por (Nash et al., 2001) como el requisito minimo para la
uniéon de Fbxw?7 a un sustrato y que establecerian los contactos
electrostaticos esenciales con los residuos conservados de Fbxw?7 (Orlicky et
al., 2003). Al carecer de otros elementos como la carga positiva en la posicion
+4 que aumenta las interacciones establecidas con Fbxw7 (Hao et al., 2007),
constituirian sitios de union de baja afinidad de Fbxw7 que podrian
contribuir a su degradacion. Ensayos de coinmunoprecipitaciéon y de
ubicuitinacion como los aqui descritos llevados a cabo con mutantes
puntales o dobles en la T150 y la S186 serian necesarios para probar esta

idea.

Por otro lado, hemos observado que las fosforilaciones en la T150 y la
5186 no dependen de las fosforilaciones del fosfodegrén de JunB ya que
también se detectan en el mutante S51A/T255A/S2s9A-JunB. En las células
UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB  sincronizadas se observa fosforilaciéon en la
5186 en cuanto empieza a acumularse la proteina exégena (Figura 35). En
contraste, la fosforilacion de la T150 parece restringida a células mitoticas.
(Bakiri et al., 2000) sugirieron que la T150 esta fosforilada por el complejo
CDK2-Ciclina B1 basandose en resultados positivos de esta fosforilacion in
vitro. Ellos postularon que la degradacién de JunB estaria iniciada por esta
fosforilacion. Sin embargo, (Farras et al, 2008) observaron que la
degradacion de JunB ocurre antes del momento de maxima actividad de
CDK2-Ciclina B1 y, por tanto, otros residuos deberian ser los responsables
de iniciar el proceso de degradacion. Al contrario que la T255, cuya
fosforilacion es dificil de detectar debido probablemente a la rdpida
degradacion que le sigue, la fosforilacion de la T150 aumenta cuando los
niveles de JunB disminuyen y coincide con el aumento de los niveles de
Ciclina B1. Una hipétesis es que la fosforilaciéon de JunB en este residuo
disminuya su actividad transcripcional de manera que la fracciéon de JunB

sin degradar se excluya de la cromatina durante la mitosis y deje de actuar
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sobre sus dianas transcripcionales en esa fase del ciclo celular (Farras et al.,
2008).

Como ocurre con JunB, las modificaciones postranscripcionales en
otros miembros de la familia AP-1 juegan un papel muy importante en la
regulaciéon de su estabilidad (Shaulian, 2010). En el caso de cJun, las
fosforilaciones en residuos de su extremo N terminal mediadas por la
quinasa JNK evitan su ubicuitinacién y degradacién a la vez que aumentan
su actividad transcripcional (Bakiri et al., 2000; Fuchs et al., 1996; Musti et al.,
1997). Nosotros hemos observado que, aunque cJun también es sustrato de
Fbxw?7 (Wei et al., 2005), sus niveles se mantienen estables en células U20S
sincronizadas que avanzan desde G1/S a mitosis y que en este periodo el
residuo S73 esta fosforilado. Recientemente, Zhang y sus colaboradores han
identificado un mecanismo por el que cJun escaparia de la degradacion
mediada por Fbxw?7. cJun forma un complejo con la proteina adaptadora
Rack1 y con Fbxw?7 que conduce a su ubicuitinacién y posterior degradacion
en el proteasoma. Sin embargo, cuando cJun esta fosforilado en su extremo
N terminal por JNK u otras quinasas se libera del complejo y no puede ser
ubicuitinado por Fbxw?7 (Zhang et al., 2012). Puesto que cJun esta
fosforilado en su extremo N terminal en G2/M, esto podria explicar por qué
se mantiene estable en ese periodo del ciclo cuando GSK3 esta activa y
Fbxw7 es capaz de degradar a JunB. Ademas, niveles bajos de JunB en
mitosis, puesto que es un antagonista de cJun, permiten que cJun induzca la
transcripcion de la Ciclina D1 estimulando la progresion del ciclo a la fase
G1 (Bakiri et al., 2000). Esto pone de manifiesto la importancia de las
modificaciones especificas de cada miembro de la familia Jun en la

regulacion de su expresion proteica durante la progresion por el ciclo celular.

2. Consecuencias de la acumulacion de JunB en mitosis.

Implicacion en neoplasias humanas

Mediante el andlisis de la expresion de genes reguladores de ciclo celular en

células UTA6 que sobreexpresan JunB, hemos identificado a DDX11 como
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una nueva diana transcripcional de JunB. DDX11 es una helicasa de ADN
implicada en la cohesién de las cromatidas hermanas, la cual es
fundamental en el mantenimiento de la fidelidad cromosémica durante la
mitosis (Parish et al.,, 2006). Las cromatidas hermanas permanecen unidas
desde su sintesis en fase S hasta su separacion en anafase gracias a la accion
del complejo cohesina. En prometafase, la maquinaria del huso mitotico las
captura y durante la anafase son empujadas en direcciones opuestas de la
célula para su correcta distribucion en las dos células hijas. Sin una cohesiéon
adecuada, las cromatidas hermanas se separan de forma prematura dando
lugar a defectos en la segregacion cromosdmica e inestabilidad genética
(Peters et al., 2008).

DDX11 se une a componentes del complejo cohesina y es necesaria
para su asociacion estable al ADN. Su silenciamiento génico en células
humanas conduce a una pérdida de cohesion centromérica y de las
cromatidas hermanas, fallo mitotico e induccion de aneuploidia (Farina et al.,
2008; Inoue et al., 2007; Parish et al., 2006). En nuestro laboratorio hemos
comprobado que en células donde la degradaciéon de JunB es defectuosa,
como son las células UTA6-S251A/T2s55A/Sos9A-JunB que expresan el mutante
no fosforilable de JunB o las células derivadas de cancer de colon DLD1£BXW7-
-, la acumulacion de JunB en G2/M conduce a un aumento de los niveles de
Ciclina A2, una diana conocida de JunB cuya acumulacién aberrante
dificulta la adecuada progresion mitdtica (den Elzen & Pines, 2001; Farras et
al., 2008) y a una disminucién de los niveles de DDX11. Al analizar células
metafdsicas al microscopio observamos defectos en la cohesién de las
cromatidas hermanas en las células que expresan el mutante JunB no
fosforilable que se revierten al transfectar las células con DDX11. Estos datos
demuestran que la expresion alta de JunB durante mitosis causa defectos en
la cohesién de las cromatidas hermanas que pueden explicarse por la

disminucién en los niveles de DDX11.

En los ultimos afios se han descrito varios casos de pacientes en los
que mutaciones en ambos alelos del gen DDXI11 han dado lugar al
desarrollo de una cohesinopatia humana caracterizada por anormalidades
en la cohesidn de las cromatidas hermanas e inestabilidad genética (Bailey et
al., 2015; Capo-Chichi et al., 2013; van der Leljj et al., 2010). Parientes de uno
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de los pacientes afectados portadores de una mutacion en DDX11
desarrollaron linfoma de Hodgkin y adenocarcinoma de endometrio (van
der Lelij et al, 2010) resaltando el papel importante de DDX11 en la

prevencioén de la aneuploidia y el desarrollo tumoral (Inoue et al., 2007).

FBXW?7 es un supresor tumoral que aparece frecuentemente mutado
en un gran numero de canceres humanos. Su pérdida de funcién se ha
asociado con inestabilidad cromosémica y con la aparicién de defectos de
cohesion de las cromatidas hermanas similares a los aqui descritos. Se ha
propuesto que uno de los principales responsables de este fenotipo es la
Ciclina E. Este sustrato de Fbxw?7 regula la duplicacién de los centrosomas y
su acumulacion conduce a inestabilidad cromosémica. Sin embargo, los
defectos de cohesidon observados en las células con FBXW7 mutado no se
explican por la acumulacién de Ciclina E (Barber et al., 2008; Rajagopalan et
al., 2004; Welcker & Clurman, 2008). Los resultados aqui presentados
indican que JunB es otro sustrato de Fbxw?7 que contribuye a la inestabilidad
cromosomica asociada a su pérdida de funcion afectando a la cohesion de

las cromatidas hermanas via la regulacion transcripcional de DDX11.

JunB esta sobreexpresado en linfoma anaplasico de células grandes
(LACG) ALK positivo (Mathas et al., 2002; Rassidakis et al., 2005). Segun
publicaciones previas, el incremento en la expresion de JunB en este tipo de
linfomas se explica por, al menos, dos mecanismos: (a) la activacion de la
quinasa ERK1/2 por NPM-ALK que resulta en un aumento de la
transcripcion de JunB y (b) la activacion de la via mTOR por AKT inducida
por NPM-ALK via activaciéon de PI3K que conduce a un aumento en la
traduccion de JunB. Ademas, la expresiéon de CD30 inducida por JunB
contribuye al aumento de la transcripcion de JunB mediante la activacion de
la ruta MEK/ERK (Staber et al., 2007, Watanabe et al., 2005) (Figura 59).
Recientemente, también se ha observado que la amplificacion de JUNB es
frecuente en LACG ALK+ (Atsaves et al, 2014), sugiriendo que la
amplificacion génica es un mecanismo adicional para la sobreexpresion de
JunB.

Al analizar la expresion de JunB en dos lineas celulares derivadas de
LACG ALK+ (Karpas 299 y SU-DHL1) hemos confirmado que sus niveles
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proteicos son muy elevados y que se mantienen asi en células sincronizadas
en G2/M. Mediante la inhibicién farmacologica de PI3K hemos confirmado
que el mecanismo de degradacion de JunB esta alterado en LACG ALK+
contribuyendo a su acumulaciéon en mitosis. La activacion de la ruta
PI3K/AKT por NPM-ALK conduce a una actividad reducida de GSK3[3

(Singh et al., 2009) y esto resulta en una degradacion defectuosa de JunB en

G2/M (Figura 59).
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Figura 59: Mecanismos que contribuyen a la acumulaciéon de JunB en LACG ALK+.
La acumulacién de JunB en LACG ALK+ se produce por el aumento de su transcripcion y
de su traduccién y por fallos en su mecanismo de degradacion, todo ello consecuencia de
la activacion de las rutas de senalizacion PISBK/AKT y MEK/ERK por la oncoproteina de
fusiébn NPM-ALK. Los elevados niveles de CD30 inducidos por JunB también contribuyen
al incremento de su transcripcion a través de la activacion de ERK1/2.

GSK3p regula la degradacion de muchas proteinas implicadas en una
variedad de procesos celulares tales como proliferacion celular o apoptosis
(Xu et al., 2009). Su inhibicion por NPM-ALK puede, por tanto, conducir a la
estabilizacion de numerosas proteinas cuya degradacion es dependiente de
su actividad quinasa. En esta linea, se ha descrito que la inactivaciéon de
GSK3p resulta en la acumulacion de Cdc25A y Mcl-1 en LACG ALK+ lo que
favorece el crecimiento celular y protege frente a la apoptosis contribuyendo
a la capacidad proliferativa aumentada de estas células tumorales
(McDonnell et al., 2011). Se han encontrado proteinas de fusion conteniendo
ALK en otros tipos de cancer tales como cancer de pulmoén de células no

pequefias, tumor miofibroblastico inflamatorio, linfoma B difuso de células
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grandes o carcinoma de células renales, entre otros (Palmer et al., 2009;
Pearson et al., 2012). Ademas, se han descrito amplificaciones génicas y
mutaciones que producen ganancia de funciéon de ALK en neuroblastoma
(Caren et al., 2008; Mosse et al., 2008). Seria interesante analizar si en estos
casos la actividad GSK3[ también se ve afectada por la activacion
constitutiva de ALK provocando la alteracion del mecanismo de

degradacion de JunB y su acumulacion en mitosis.

Acorde con el papel represor de JunB sobre DDX11 previamente
identificado, los niveles de DDX11 en células derivadas de LACG
disminuyen respecto a los observados en otras células derivadas de
linfocitos T donde la expresion de JunB es normal. Ademas, los niveles de
Ciclina A2 se mantienen elevados en mitosis en estas células. La
disminucién en los niveles proteicos de JunB gracias a su silenciamiento
génico mediante siARN en células Karpas 299 sincronizadas en G2/M
conduce a un aumento de los niveles de DDX11 y una disminucién de
Ciclina A2 indicando que su expresion se ve alterada en estas células por la

acumulacién de JunB en mitosis.

Finalmente, hemos observado que las células derivadas de LACG
ALK+ tienen un alto porcentaje de defectos de cohesion en las cromatidas
hermanas que puede ser causa de inestabilidad genética en estos tumores.
Acorde con nuestros resultados, células LACG muestran a menudo
anormalidades cromosdmicas tanto estructurales, del tipo de deleciones o
translocaciones, como numéricas (aneuploidia) (Fadlelmola et al., 2008;
Mussolin et al., 2010; Salaverria et al., 2008). La anormal represiéon de DDX11
mediada por JunB en estas células constituye, por tanto, un mecanismo por

el que JunB estaria contribuyendo al desarrollo neoplasico.

Los resultados obtenidos indican que los niveles de JunB han de ser
controlados de forma precisa durante el ciclo celular para asegurar una
correcta actividad transcripcional y una progresion adecuada de la mitosis.
Si la degradacion de JunB en G2 mediada por GSK3( y Fbxw?7 se ve alterada
se producen defectos mitdticos que pueden contribuir al desarrollo tumoral
(Figura 60). Dado que tanto la inactivacion de Fbxw7 como la presencia de

translocaciones cromosémicas que conducen a la activacion constitutiva de
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la quinasa ALK se han descrito en diversos tipos de tumores el mecanismo
molecular aqui descrito por el que JunB contribuye a la transformacion

neoplasica en células LACG podria ser extensible a otros tipos de canceres.

En conclusion, nuestros resultados destacan el papel oncogénico de

JunB y su potencial como diana terapéutica en LACG ALK +.
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Figura 60: Modelo que explica el mecanismo de degradacion de JunB en G2 y las
consecuencias negativas de su pérdida de regulacion en LACG ALK+. En
circunstancias normales JunB es fosforilado por la quinasa GSK3B lo que permite su
reconocimiento por la E3 ubicuitina ligasa Fbxw7 y su degradacion en el proteasoma. En
células de LACG ALK+ la actividad de GSK3 esta inhibida debido a la activacion de la
ruta PIBK/AKT por la oncoproteina de fusion NPM-ALK. La alteracion del mecanismo de
degradacion de JunB conduce a su acumulacion en mitosis con la consecuente activacion
de Ciclina Ay la represion de DDX11 dando lugar a la aparicion de defectos mitéticos.

3. Identificacion de nuevas dianas transcripcionales de JunB
implicadas en el control del ciclo celular.

Con objeto de profundizar en la funcién del factor de transcripcion JunB en

el ciclo celular hemos analizado las consecuencias de la disminucién de su

expresion en la linea tumoral humana derivada de osteosarcoma U20S.

Hemos observado que el silenciamiento génico de JunB da lugar una
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disminucion del nimero de células en fase S y una parada del ciclo celular
en G1. Estos resultados sugieren que la actividad de JunB es necesaria para
la entrada en la fase S y que JunB podria estar regulando genes que no han
sido todavia identificados como sus dianas transcripcionales durante el ciclo
celular. Con el propodsito de identificar nuevos genes diana de JunB se

llevaron a cabo experimentos de ChIP-seq y de analisis transcriptémico.

Los experimentos de ChIP-seq se realizaron tanto en células U20S
como en células derivadas de LACG ALK+ Karpas 299 con un objetivo doble.
Por un lado, la identificacion de potenciales genes diana de JunB implicados
en ciclo celular en células U20S, con niveles fisioloégicos de JunB que oscilan
a lo largo del mismo, con el propoésito de profundizar en el papel de este
factor de transcripcion en el ciclo celular y en la importancia de su correcta
regulacion durante el mismo. Por otro lado, la caracterizacion de los sitios
de union de JunB al genoma de las células Karpas 299, donde esta
sobreexpresado, y la comparacion con los resultados obtenidos en las células
U20S para identificar genes que puedan estar regulados de manera
andémala por JunB en células Karpas 299 y que, por tanto, puedan contribuir
al papel oncogénico de este factor de transcripcion en el linfoma anaplasico

de células grandes ALK+.

Al comparar las regiones de unién de JunB al genoma identificadas
mediante ChIP-seq en células U20S y en células Karpas 299 obtuvimos una
pequefia fraccion de regiones comunes (aproximadamente un 15% del total
de regiones para cada linea celular). Estos resultados indican que la funcién
de JunB depende del contexto celular y que la presencia de otros factores
especificos de cada linea celular puede estar afectando la unién de JunB a
diferentes zonas reguladoras. Cabe destacar, ademas, que las células
derivadas de LACG se caracterizan por tener desequilibrios cromosémicos
(Piccaluga et al., 2010)

JunB, al igual que el conjunto de la familia AP-1 de factores de
transcripcion esta implicado en multitud de procesos bioldgicos (Jochum et
al., 2001). Al analizar los términos de ontologia génica asociados a los genes
a los que JunB se une y sobre los que, por tanto, podria estar ejerciendo un

papel como regulador transcripcional, se han identificado una gran variedad
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de procesos bioldgicos. Entre los genes identificados se han encontrado
muchos especificos de una de las lineas celulares, como los que tienen que
ver con la activaciéon de linfocitos en células Karpas 299, por ejemplo, y
muchos comunes a ambas lineas. Entre los grupos de genes identificados en
ambas lineas, cabe destacar un enriquecimiento de genes implicados en el

control del ciclo celular y la regulacion de la proliferacién celular.

Uno de los genes implicado en proliferacion celular que presenta
region de unién de JunB en las células Karpas 299 pero no en las U20S,
indicando una regulacion diferente en ambas lineas celulares, es TNFRSFS.
Este gen codifica la proteina CD30, un receptor transmembrana de la
superfamilia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) que esta
constitutivamente expresado en LACG (Stein et al., 2000). Se ha descrito la
existencia de un mecanismo de retroalimentacién positiva que conduce a
elevados niveles de expresion de JunB y CD30. Por un lado, JunB se une al
promotor de CD30 y activa su transcripcion y, por el otro, CD30 induce la
expresion de JunB a través de la ruta MEK/ERK (Hsu et al., 2006; Watanabe
et al., 2005). Este mecanismo parece reproducirse en otros tipos de linfomas
ademas de LACG ya que se ha observado que los niveles de JunB en
linfomas de Hodgkin o linfoma B difuso de células grandes CD30 positivos
son elevados mientras que apenas se detectan en estos mismos linfomas
negativos para CD30 (Papoudou-Bai et al.,, 2015; Rassidakis et al., 2005).
Aunque se ha atribuido un papel importante a CD30 en la mediacién del
efecto oncogénico descrito para JunB en LACG, los mecanismos exactos por

los que acttia no estan muy bien caracterizados (Pearson et al., 2012).

Acorde con nuestros resultados obtenidos en células U20S, el
silenciamiento de JunB en células derivadas de LACG ALK+ conduce a un
arresto del ciclo celular y a una proliferacion celular disminuida (Atsaves et
al., 2014; Staber et al., 2007). Aunque apenas se han identificado genes diana
de JunB en LACG ALK+, entre los reguladores de ciclo celular cuya
expresion se ha descrito que varia al silenciar JunB en células Karpas 299
aparece CCND?2, una ciclina involucrada en la progresion del ciclo celular
cuya expresion disminuye al silenciar JunB (Atsaves et al., 2014). La
presencia de una region de uniéon de JunB observada en nuestros

experimentos de ChIP-seq en células Karpas 299 pero no en U20S apunta a
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una regulacion transcripcional de Ciclina D2 por JunB especifica de células
Karpas 299.

Hemos identificado 76 genes implicados en ciclo celular a los que se
une JunB en células Karpas 299. Sin embargo, la presencia de JunB en las
zonas reguladoras de un determinado gen no implica necesariamente un
papel activo en su regulacion. De hecho, en el caso de las células U20S solo
un pequeno porcentaje de los genes para los que se ha identificado unién de
JunB ve afectada su expresion al silenciar JunB (alrededor de un 10%). Seria
necesario, por tanto, combinar los resultados del ChIP-seq con un analisis
transcriptéomico en células Karpas 299 bajo condiciones de desactivacion de
JunB, para poder extraer resultados mas concluyentes sobre los genes diana

de JunB implicados en mediar su papel oncogénico en LACG ALK+.

En las células U20S realizamos el analisis transcriptémico a partir de
mARN aislado de células transfectadas con ARN pequefio de interferencia
(siARN) para silenciar JunB. En este tipo de estudios es importante tener en
cuenta que el silenciamiento génico puede ir acompafiado de efectos
inespecificos (off-targets) resultado de la parcial complementariedad de
secuencia entre el siARN y otros mARNs distintos al del gen diana
provocando la inhibiciéon de su traduccién en una respuesta analoga a la
desencadenada por los miARNSs (Singh et al., 2011). Con objeto de descartar
posibles efectos inespecificos derivados del silenciamiento de JunB
realizamos el analisis transcriptomico con dos siARNs diferentes dirigidos
contra JunB. En respuesta al silenciamiento de JunB 1860 genes mostraron
cambios significativos cuando silenciamos con siJunB-792 y 1507 genes
cuando silenciamos con siJunB-848. De estos, solo 246 genes muestran
cambios significativos en los dos silenciamientos. Los distintos resultados
obtenidos con cada uno de ellos podrian explicarse, por un lado, por la
mayor eficiencia del oligonucleoétido siJunB-792 respecto al siJunB-848 en la
disminucion de la expresion de JunB y, por otro, por los efectos sobre la
expresion de otros miembros de las familias Jun y Fos observados al utilizar
siJunB-848.

Los genes diferencialmente expresados al usar siJunB-792 pero no

siJunB-848 podrian ser resultado del silenciamiento especifico de JunB cuyo

154



Discusion

efecto no se observe al silenciar con siJunB-848, bien por el menor nivel de
silenciamiento de JunB obtenido en la transfeccion de las células o bien
debido a que los diferentes miembros AP-1 estén ejerciendo un efecto
positivo o negativo sobre la expresion de los genes identificados y la
alteracion en sus niveles esté compensando el efecto de la disminucion de
JunB. En esta linea, se han descrito genes implicados en el ciclo celular,
como CCND1 o CDKN2D (que codifica la proteina p19), cuya expresion se
ve afectada de forma opuesta por diferentes miembros AP-1 (Verde et al,,
2007). La utilizaciéon de otros siARNs contra JunB que no afecten al resto de
miembros AP-1 podra ayudar a validar los resultados del analisis

transcriptomico obtenidos con sijunB-792.

Por otro lado, es dificil concluir que la expresiéon diferencial de los
genes que observamos al usar siJunB-848 pero no siJunB-792 sea debida
exclusivamente a la reduccion de los niveles de JunB. Teniendo en cuenta las
variaciones en la expresion de JUND y de FOSLI observadas al silenciar
JunB con siJunB-848 los cambios de expresiéon de genes observados al
utilizar este siARN podrian ser un efecto de la disminuciéon de JUND y/o
FOSL1 y no ser atribuibles a JunB. Sin embargo, los genes cuya expresion se
ve alterada también al silenciar con siJunB-792 si podrian considerarse como
resultado de la disminucion de los niveles de JunB ya que en el caso de

siJunB-792 ningtin otro miembro de AP-1 se ve afectado.

En este estudio nos hemos centrado en los genes diferencialmente
expresados al silenciar JunB con los dos siJunB y, concretamente, en aquellos
que estan implicados en ciclo celular. Uno de los genes identificados que
resulta de especial interés por su papel central en el ciclo celular es CCNEI.
Su actividad es fundamental en la transiciéon G1/S (Hwang & Clurman, 2005)
por lo que niveles reducidos de esta ciclina explicarian la disminucién en el

numero de células en fase S observada al silenciar JunB.

En las regiones de unién de JunB al genoma identificadas mediante
ChIP-seq no aparece ninguna situada a +10 kb del TSS del gen de CCNELI.
Esto indicaria que el efecto de JunB sobre la expresion de la Ciclina E1 no es
directo. JunB podria estar afectando la expresion de algiin regulador

transcripcional de CCNE1 lo que conduciria a la reduccién de sus niveles de
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manera indirecta produciendo, asi, la parada en el ciclo celular. No obstante,
al analizar en detalle su secuencia hemos localizado un sitio AP-1/TRE a -6.6
kb de su TSS. Al examinar los datos procedentes de la inmunoprecipitacion
de cromatina con el programa IGV (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdottir et
al.,, 2013), que permite visualizar los fragmentos de ADN obtenidos de la
secuenciacion alineados sobre el genoma humano, hemos observado un
enriquecimiento de secuencias inmunoprecipitadas en esa zona. Sin
embargo, en la misma regiéon hay también una ligera acumulaciéon de
secuencias en la muestra que contiene el extracto total. Como para la
correcta asignacion de zonas de unién de JunB al genoma se comparan las
secuencias obtenidas en la muestra inmunoprecipitada respecto al extracto
total, el enriquecimiento obtenido en este tltimo impide la asignacion de esa
region como sitio de unién de JunB y explica el que no haya sido
identificada por el programa MACS (Zhang et al, 2008). Un analisis
especifico de esa region mediante ChIP-qPCR seria conveniente para

confirmar si JunB se une o no a ella.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que el ChIP-seq fue realizado
en células en crecimiento asincronico donde eventos que suceden en
momentos concretos del ciclo celular pueden pasar desapercibidos. Asi,
factores de transcripcion implicados en la regulacion de genes de ciclo
celular que tienen su expresiéon muy limitada a un periodo del mismo, como
ocurre con CCNEI1, podrian unirse a las secuencias reguladoras sélo cuando
se requiriera su actividad y seria necesario analizar su unién a dichas
regiones en células sincronizadas en la fase de interés para obtener
resultados concluyentes. En este sentido, tampoco se ha detectado unién de
JunB en regiones reguladoras de los genes de CCND1 y CCNA2, pese a su
conocido papel como regulador transcripcional de estas dos ciclinas
(Andrecht et al., 2002; Bakiri et al., 2000). Finalmente, no hay que excluir la
posibilidad de que la disminuciéon del ntimero de células en fase S
provocada por un mecanismo distinto sea la causa de la reduccién en los

niveles de CCNE1 en lugar de su consecuencia.

Al comparar los resultados del ChIP-seq en células U20S con los del
analisis transcriptdomico hemos identificado dos dianas transcripcionales
directas de JunB implicadas en ciclo celular: GAS2L1 y ERCC2. El papel de
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GAS2L1 en el ciclo celular no esta muy estudiado aunque se ha descrito que
su sobreexpresion conduce al bloqueo del mismo (Gamper et al., 2009). JunB
actiia como represor transcripcional de GAS2L1. Al silenciar su expresion se
observa un incremento en la expresiéon de GAS2L1 que estaria, por tanto,
contribuyendo a la parada del ciclo celular observada. GAS2L1 se asocia a
componentes del citoesqueleto y parece implicado en mediar interacciones
entre filamentos de actina y microtabulos (Stroud et al., 2014). Tal vez un
aumento anémalo de sus niveles da lugar a problemas en la organizacion
del huso mitotico o en la segregacién cromosémica que conducen a la
activacion del punto de control del huso mitotico y a la parada del ciclo

celular.

ERCC2 es una helicasa de ADN que juega un importante papel en la
reparacion del ADN por escision de nucleétidos (NER), en la transcripcion
basal mediada por la ARN polimerasa II y en el ciclo celular. Mutaciones en
el gen ERCC2 dan lugar a diferentes desdrdenes genéticos conocidos como
sindromes NER. Ante un dafio en el ADN la célula pone en marcha
diferentes mecanismos de reparacion en funcion de la lesiéon para preservar
la informaciéon genética. Uno de ellos es la reparacion por escisiéon de
nucledtidos en la que ERCC2 juega un importante papel en el
reconocimiento de la lesién y en la apertura de la doble hélice de ADN para
permitir el corte de la region dafiada y la posterior sintesis del ADN. Para
realizar esta funcion ERCC2 se encuentra formando parte del complejo
TFIIH. Este complejo esta formado por 5 subunidades que se asocian al
complejo CAK (CDK7, Matl y CcnH) a través de ERCC2. Ademas de estar
implicado en NER, TFIIH juega un importante papel en la regulaciéon de la
transcripcion basal mediante la fosforilacion del dominio C-terminal (CTD)
de la ARN Polimerasa II por la actividad quinasa del complejo CAK (CDK?)
(Chen & Suter, 2003; Fuss & Tainer, 2011; Oksenych & Coin, 2010). Debido al
papel de ERCC2 en la transcripcion basal, la disminuciéon en sus niveles
como consecuencia del silenciamiento de JunB podria estar afectando a la
correcta progresion del ciclo celular para la que se requiere la transcripcion

activa de reguladores de ciclo.

El complejo CAK recibe su nombre de CDK Activating Kinase y

cuando no forma parte del complejo TFIIH juega un importante papel en la
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progresion del ciclo celular activando, mediante fosforilacién, a las CDKs. Se
ha propuesto que ERCC2 regula la progresion por el ciclo celular mediante
la unién a CAK que resulta en la inhibiciéon de su accidn sobre las CDKs
(Cameroni et al., 2010). En base a resultados obtenidos en Drosophila se ha
descrito un mecanismo por el cual ERCC2 estaria regulando la progresion
mitotica mediante el secuestro de CAK. Los niveles de ERCC2 son bajos al
inicio de mitosis coincidiendo con el momento de mayor activaciéon de
CDK1. La disminucion de ERCC2 podria contribuir al aumento de la
actividad mitdtica de CAK a la vez que serviria de mecanismo de
silenciamiento de la transcripcion basal durante la mitosis (Chen et al., 2003).
JunB es un regulador positivo de la expresiéon de ERCC2 y, como hemos
descrito en este trabajo, sus niveles se reducen al final de G2 para asegurar
una correcta mitosis. Es tentador pensar que la disminucién de los niveles
de JunB es necesaria para la disminucién de ERCC2 al principio de mitosis y
la activaciéon de CDK1 que permita una adecuada progresion mitdtica, al
mismo tiempo que se produce la disminucién de la transcripcion basal
caracteristica de mitosis. Seria interesante analizar si la regulaciéon de ERCC2
durante el ciclo celular descrita en Drosophila se reproduce en células
humanas y si la variacion de JunB durante el ciclo celular esta

contribuyendo a la misma.

Ademas de GAS2L1 y de ERCC2 hemos identificado como potencial
diana de JunB a CITED2 (CBP/p300 interacting coactivator with glutamic
acid/aspartic acid-rich tail) (Tabla 11). CITED2 codifica una proteina
bifuncional que pertenece a una familia de cofactores transcripcionales
caracterizados por tener un dominio ED-rico conservado en el extremo C-
terminal. Un motivo funcional (LPXL) dentro de este dominio es necesario y
suficiente para la uniéon a la primera region rica en cisteina-histidina de
CBP/p300. Inicialmente se describi6 como un corepressor del factor
inducible por hipoxia 1la (HIFla) ya que compite por HIFla para unirse a
CBP/p300 (Bhattacharya et al., 1999). CITED2 también actia como un
coactivador de la proteina activadora 2 (AP-2) (Bhattacharya et al., 1999),
proteina PPARa y PPARy (Tien et al.,, 2004), y Lhx2 (Glenn & Maurer, 1999)
mediante el reclutamiento de CBP/p300. Algunos estudios sugieren un

papel de CITED2 en tumorigénesis y muestran que la sobrexpresion de
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CITED?2 arresta el ciclo celular en células de cancer de colon (Bai & Merchant,
2007) y en células de carcinoma hepatocelular (Cheung et al., 2013),
aumentando la expresion del inhibidor de quinasas dependientes de ciclina
p21 en ambos casos. Estos estudios irian de acuerdo con nuestros resultados
puesto que el aumento de expresion de CITED2 que observamos al silenciar

JunB podria conllevar el arresto de ciclo celular en G1/S que observamos.

Hemos  identificado  también  otras  potenciales  dianas
transcripcionales de JunB cuya expresion varia sélo al utilizar siJunB-792 y
que seria interesante validar. Entre ellas hay que destacar a CDKN1A, E2F7,
SFN y PTP4A2. Estos cuatro genes estan implicados en la parada del ciclo
celular segtin distintos mecanismos que se explican a continuacién por lo
que sus cambios de expresion al silenciar JunB contribuirian a explicar el

marcado fenotipo observado en la Figura 50C.

CDKN1A pertenece a la familia CIP/KIP de inhibidores de CDKs.
Codifica la proteina p21 que esta implicada en multitud de procesos
celulares tales como reparacion del ADN, senescencia, muerte celular y
envejecimiento. Juega un papel central en la progresion del ciclo celular
mediante la union e inhibicién de los complejos CDK-Ciclina que conduce a
la parada del ciclo celular en diferentes fases. Su asociacion al complejo
CDK4/6-Ciclina D inhibe la fosforilaciéon de pRb e induce arresto en G1;
durante la fase S, su asociacién con PCNA impide la formacion del complejo
replicativo lo que conduce a un bloqueo en la replicaciéon del ADN y a un
arresto de las células en fase S; se une, ademas, e inhibe a los complejos
CDK1-Ciclina B1 y CDK1/2-Ciclina A provocando una parada en G2 (Jung
et al., 2010; Warfel & El-Deiry, 2013). En los histogramas centrales de la
Figura 50C (los obtenidos al silenciar JunB con siJunB-792) se observa
parada en todas las fases del ciclo, incluso en S, ya que en la grafica que
muestra las células positivas para EAU aparecen células en la region central
del histograma, correspondiente a fase S, que son negativas en EdU. Este
resultado concuerda con la parada en la replicacion del ADN causada por el

aumento de p21.

CDKN1A es una potencial diana transcripcional de JunB muy

interesante por su importante papel en el ciclo celular y en la proliferacion
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celular. p21 es un mediador central del efecto supresor de tumores de p53 y
esta regulado positivamente por este factor de transcripcién como respuesta
al dafo en el ADN, asegurando que el ciclo celular no progrese hasta que el
ADN se haya reparado correctamente (Gartel & Radhakrishnan, 2005). Se ha
descrito que cJun podria estar implicado en la regulacién transcripcional de
p21 mediante la unién a sitios Spl en su promotor y a través de la
regulacion de p53 (Schreiber et al.,, 1999; Wang et al., 2000), aunque hasta la
fecha no se ha implicado a JunB en la regulaciéon transcripcional de este
inhibidor de CDKs. La represion transcripcional de p21 por JunB otorgaria a
este factor un importante papel oncogénico ya que estaria favoreciendo que
tuviera lugar una divisién celular descontrolada contribuyendo asi a la
proliferacion celular. De acuerdo con nuestros resultados, recientemente se
ha descrito que el silenciamiento de JunB en células derivadas de LACG
ALK+ induce la sobreexpresion de p21 (Atsaves et al., 2014), lo que parece

reforzar nuestra hipdtesis.

E2F7 es miembro de la familia de factores de transcripcion E2F que
juegan un papel importante regulando la expresion de genes implicados en
ciclo celular, replicacion del ADN, reparacion del ADN y mitosis, entre otros
procesos. Los factores E2F juegan un papel central en el control de la
transiciéon G1/S al regular de manera coordinada la expresién de genes
implicados en este periodo del ciclo celular. A diferencia de la mayoria de
los miembros de su familia, E2F7 actdla como represor transcripcional y su
expresion ectopica tiene un efecto antiproliferativo, dando lugar a la
supresion de genes diana de E2F y a la acumulacion de células en G1. Entre
sus dianas transcripcionales se encuentra la Ciclina E1 (de Bruin et al., 2003;
Di Stefano et al., 2003; Westendorp et al., 2012). El aumento de su expresion
al silenciar JunB con siJunB-792 estaria contribuyendo, por tanto, a la

disminucion de los niveles de Ciclina E1 y a la parada de las células en G1.

SFN codifica 14-3-30, una proteina de la familia 14-3-3. Estas
proteinas de andamiaje se unen de forma especifica a residuos de serina o
treonina fosforilados afectando la localizacién, estabilidad o actividad de las
proteinas diana. Interaccionan con una gran variedad de proteinas y son
reguladores clave de multitud de procesos celulares, entre ellos el ciclo

celular donde juegan un importante papel coordinando la progresion de las
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células durante las diferentes fases del mismo y regulando la respuesta al
dafio en el ADN. En el caso concreto de 14-3-30, se le ha atribuido un papel
de supresor tumoral ya que regula negativamente el ciclo celular mediante
su union a CDKs y su expresion disminuida se ha observado en numerosos
canceres de origen epitelial. Su expresion exdgena conduce a una parada del
ciclo celular en G2/M. Al igual que p21, 14-3-30 se induce por p53 en
respuesta al dafio en el ADN y su mayor expresion conduce a un arresto en
G2 al secuestrar al complejo CDK1-Ciclina B en el citoplasma. También se ha
descrito que se une a CDK2 y a CDK4 (Freeman & Morrison, 2011; Gardino
& Yaffe, 2011; Hermeking & Benzinger, 2006; Jung et al., 2010). Su aumento
de expresion al silenciar JunB estaria, pues, contribuyendo a la parada de las
células en G2/M.

Entre los genes que disminuyen su expresion al silenciar JunB con
sijunB-792 aparece PTP4A2. Este gen codifica una fosfatasa de tirosina
asociada con la progresién tumoral que esta sobreexpresada en diferentes
tumores primarios y metastaticos. Se la considera una proteina oncogénica
aunque su regulacion y los mecanismos de sefializacion en los que esta
implicada durante el desarrollo tumoral no estan muy caracterizados (Rios
et al., 2013). Se ha descrito que PTP4A2 juega un papel en el ciclo celular
promoviendo la progresion por la transicion G1/S a través de la disminucion
de los niveles de p21 (Werner et al., 2003). Su expresion ectdpica disminuye
la actividad del promotor de p21 a la vez que produce un aumento en la
actividad AP-1 (Hwang et al., 2012). Teniendo en cuenta que p21 es una de
las potenciales dianas transcripcionales de JunB identificadas en este estudio,
estos datos sugieren que JunB podria contribuir a mediar el efecto
oncogénico de PTP4A2 a través de la represion de p21. Ademas, apuntan a
la existencia de un mecanismo de regulacion entre PTP4A2 y JunB similar al
descrito para CD30 y JunB en LACG. PTP4A2 induciria la actividad de JunB

a la vez que JunB activaria de manera directa su transcripcion.

En este trabajo nos hemos centrado en los genes implicados en la
regulacion del ciclo celular por ser el objetivo de esta tesis doctoral. Sin
embargo, JunB parece jugar un importante papel en otros procesos celulares
a juzgar por la multitud de procesos biologicos enriquecidos que aparecen

entre los genes identificados como potenciales dianas de JunB. De especial

161



Discusion

interés son los obtenidos para los genes que presentan union de JunB segtn
los resultados del ChIP-seq y expresion diferencial al silenciar JunB con cada
uno de los dos siARNs utilizados, entre los que destacan procesos
relacionados con desarrollo y morfogénesis. Su importancia en estos
procesos coincide con la letalidad embrionaria observada en ratones JunB

deficientes (Schorpp-Kistner et al., 1999).

162



Conclusiones

El complejo E3 ubicuitina ligasa SCF™v7 es el responsable de la

degradacion de JunB en G2 tardia.

JunB posee residuos fosforilables clave para la union de la E3 ligasa que
se encuentran en un motivo de reconocimiento consenso para Fbxw?7
llamado CPD (consensus phospho degron) y cuya fosforilacién es

mediada, en parte, por la quinasa GSK33.

En células derivadas de linfoma anaplasico de células grandes que
expresan de forma constitutiva la quinasa ALK (LACG ALK+) la
inactivacion de GSK3 mediada por la ruta de sefializacion
ALK/PI3K/AKT contribuye a la estabilizacion de JunB en G2/M.

La acumulacién de JunB en mitosis conduce a elevados niveles de
Ciclina A2 y niveles reprimidos de DDXI11, una helicasa de ADN
implicada en la cohesidn de las cromatidas hermanas, dando lugar a la
aparicion de defectos mitoticos que pueden conducir a inestabilidad

genética, contribuyendo de esta manera al desarrollo neoplasico.

JunB es esencial para una correcta progresion del ciclo celular. Su
silenciamiento génico da lugar a una parada del ciclo celular con un

menor numero de células en fase S.
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Se han identificado 246 genes diferencialmente expresados al silenciar
JunB con dos siARNs distintos en células U20S. De ellos, 12 estan
implicados en la regulacion del ciclo celular, entre los que se encuentra

la Ciclina E1, regulador clave de la transicion G1/S.

Mediante ChIP-seq se han identificado 798 genes con unién de JunB en
células Karpas derivadas de LACG ALK+ implicados en una gran
diversidad de procesos biolégicos. Entre los que juegan un papel en
ciclo celular y proliferacion se encuentra el gen que codifica CD30, cuya

expresion incrementada es caracteristica del LACG, y la Ciclina D2.

En células U20S se han identificado 975 genes con unién de JunB, de los
que 12 aparecen diferencialmente expresados al silenciar JunB con los
dos siARNs utilizados, apuntando a un papel directo de JunB en su

regulacion transcripcional.

Se han identificado tres nuevas dianas transcripcionales de JunB
implicados en la regulacion del ciclo celular en células U20S: GAS2L1 y
CITED2, sobre las que ejerce un papel represor, y ERCC2, cuya

expresion es activada por JunB.

Se han identificado otras potenciales dianas transcripcionales de JunB
con un importante papel en el ciclo celular como son CDKN1A, E2F7,
SFN 'y PTP4A2 cuya pérdida de regulaciéon dependiente de JunB podria

contribuir al papel oncogénico de JunB.
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