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%

Introducción%

%

1. Cáncer%

El!cáncer!es!un!conjunto!de!enfermedades!en!las!cuales!las!células!dejan!de!
responder! a! las! señales! que! normalmente! gobiernan! su! comportamiento!
dentro!de!un! tejido.!Las! células! cancerosas! crecen!y! se!dividen! cuando!no!
deberían!y!no!se!mueren!cuando!deberían!(Morgan,!2007).!En!el!proceso!de!
transformación! neoplásica! las! células! normales! evolucionan!
progresivamente! adquiriendo! una! serie! de! capacidades! biológicas! que!
conducen! a! su! conversión! tumorigénica! (Figura! 1)! (Hanahan!&!Weinberg,!
2011)!y!que!se!describen!a!continuación:!!

!

• Mantenimiento!de!la!señalización!proliferativa!

Una!de! las!principales! características!de! las! células! cancerosas! es! su!
habilidad!para!proliferar! de!manera!descontrolada.! En! las! células! sanas! la!
entrada! y! progresión! en! el! ciclo! celular! está! controlada! por! la! adecuada!
producción!y!liberación!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!activación,!!inician!una!
cascada! de! señalización! que! regula! la! progresión! del! ciclo! celular! y! el!
crecimiento! celular.! Las! células! poseen,! además,! unos! mecanismos! de!
retroalimentación!negativa!que!tienen!como!objetivo!atenuar!la!señalización!
proliferativa!(Weinberg,!2014).!
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!
Figura 1: Capacidades biológicas adquiridas por las células cancerosas. (Hanahan & 
Weinberg, 2011) 

En! las! células! cancerosas!varios!mecanismos!pueden!conducir!a!una!
señalización!proliferativa!continuada:!la!producción!intrínseca!o!por!células!
de! su! entorno!de! factores! de! crecimiento,! el! incremento!de! la! cantidad!de!
receptores!presentes! en! la! superficie! celular,! la! alteración!de! las!moléculas!
receptoras! que! facilite! su! activación! en! ausencia! de! ligando,! la! activación!
constitutiva! de! alguno! de! los! componentes! de! la! ruta! de! señalización! que!
actúan!tras! la!activación!de! los!receptores!o! la!aparición!de!defectos!en! los!
mecanismos!de!apagado!de!la!señalización!(Bhowmick!et!al.,!2004;!Lemmon!
&!Schlessinger,!2010).!

!

• Evasión!de!supresores!tumorales!

Los! supresores! tumorales! son! moléculas! que! limitan! el! crecimiento!
celular!y!la!proliferación!por!lo!que!su!inactivación!contribuye!al!desarrollo!
tumoral.! Entre! ellas! destacan! la! proteína! p53! y! la! proteína! del!
retinoblastoma! (pRb)! que! se! encuentran! mutadas! en! un! gran! número! de!
cánceres!humanos.!Ambas!proteínas!detienen!la!progresión!del!ciclo!celular!
en! respuesta! a! señales! extracelulares! o! intracelulares.! pRb! inhibe! la!
expresión!de!genes!que!promueven!la!entrada!en!el!ciclo!celular!a!través!de!
su!unión!a!los!factores!de!transcripción!E2F!(Chinnam!&!Goodrich,!2011).!A!
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p53!se!le!conoce!como!el!“guardián!del!genoma”!por!su!papel!fundamental!
en!evitar!la!acumulación!de!daño!genético!en!la!célula!(Lane,!1992).!Se!activa!
al! detectarse! un! daño! en! el! ADN! y! su! función! es! detener! el! ciclo! celular!
hasta! que! los!mecanismos! de! reparación! del! ADN! reparen! la! lesión.! Si! el!
daño! es! tan! grave! que! la! célula! no! puede! repararlo,! p53! promueve! la!
apoptosis! celular! evitando! así! que! el! daño! 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!cáncer.!La!apoptosis!puede!ser!inducida!por!
señales!extracelulares!que!activan! los! receptores!de! la! familia!del! factor!de!
necrosis! tumoral! (vía! extrínseca)! o! en! respuesta! a! estrés! intracelular! (vía!
intrínseca!o!mitocondrial).!En!ambos! casos! el! resultado! es! la! activación!de!
las! proteínas! caspasas! que! desencadenan! una! cascada! de! proteólisis! que!
acaba! en! la! desintegración! 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! fisiológicos! que! las! células!
experimentan!tales!como!daño!en!el!ADN,!desequilibrios!en!la!señalización!
provocados! por! la! acción! de! oncogenes! o! una! señalización! 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!
antiapoptóticas,! como! Bclc2! o! BclcxL,! o! la! disminución! de! los! factores!
proapoptóticos,!como!Bax!o!Bim!(Adams!&!Cory,!2007;!Lowe!et!al.,!2004).!

!

• Potencial!replicativo!ilimitado!

Las! células! normales! son! capaces! de! sufrir! un! número! limitado! de!
divisiones! celulares! antes! de! entrar! en! senescencia! o! sufrir!muerte! celular!
(Hayflick,!1997).!En!este!proceso!juegan!un!importante!papel!los!telómeros,!
compuestos!de!múltiples!repeticiones!de!hexanucleótidos!y!situados!en! los!
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extremos!de!los!cromosomas.!Su!misión!es!evitar!las!posibles!fusiones!entre!
los! extremos! de! dos! cromosomas! distintos! que! afectarían! a! la! viabilidad!
celular.!Los!telómeros!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!
telómeros!lo!suficientemente!elevada!para!evitar!la!entrada!en!senescencia!o!
la!muerte! celular.! Esta!habilidad! la! consiguen!mediante! la! expresión!de! la!
enzima! telomerasa,! una! polimerasa! de! ADN! que! añade! repeticiones! de!
hexanucleótidos! a! los! extremos! del! ADN! telomérico.! Esta! enzima,!
prácticamente!ausente!en!células!normales,!se!expresa!en!la!gran!mayoría!de!
las! células! tumorales! humanas.! Otro! mecanismo! menos! habitual! de!
mantenimiento!de!los!telómeros!es!a!través!de!intercambios!de!información!
genética! entre! cromosomas! distintos! por! recombinación! (Blasco,! 2005;!
Osterhage!&!Friedman,!2009).!

!

• Inducción!de!angiogénesis!

Las!células!tumorales!necesitan!el!aporte!continuo!de!nutrientes!y!de!
oxígeno!así!como!la!eliminación!de!desechos!y!de!dióxido!de!carbono!para!
su!supervivencia.!Para!satisfacer!estas!necesidades!inducen!la!formación!de!
nuevos! vasos! sanguíneos! 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!excepción!de!determinadas!circunstancias!como! la!
cicatrización!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! activación! 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!
expresión! en! células! tumorales! puede! ser! mediado! por! señalización!
oncogénica! o! por! situaciones! de! hipoxia.! Adicionalmente,! puede! ser!
secuestrado! por! proteínas! de! la!matriz! extracelular! a! la! espera! de! que! las!
proteasas!que!la!degradan!lo!liberen!(Kessenbrock!et!al.,!2010).!

!

• Activación!de!la!invasión!y!la!metástasis!

Los! procesos! de! invasión! y! metástasis! ocurren! a! través! de! una!
sucesión! de! eventos! biológicos! conocidos! como! cascada! de! invasiónc
metástasis.! En! primer! lugar! se! produce! la! invasión! local! de! los! tejidos!
adyacentes! por! las! células! del! tumor! primario! que! va! seguida! de! su!
intravasación! en! vasos! sanguíneos! o! linfáticos! cercanos.! Las! células!
cancerosas!circulan!entonces!por!los!sistemas!sanguíneo!o!linfático!hasta!que!
alcanzan! tejidos! lejanos! en! donde! penetran! (extravasación)! y! forman!
pequeños! nódulos! de! células! cancerosas! conocidos! como!micrometástasis.!
Finalmente,!las!lesiones!micrometastáticas!instaladas!en!tejidos!alejados!del!
tumor!primario!crecen!hasta!convertirse!en!tumores!macroscópicos,!proceso!
conocido!como!colonización!(Gupta!&!Massague,!2006;!Nguyen!et!al.,!2009).!

La!transición!epiteliocmesenquimal!(EMT)!es!un!proceso!implicado!en!
la!morfogénesis!embrionaria!que!las!células!tumorales!utilizan!para!mediar!
los!procesos!de!invasión!y!metástasis!(Polyak!&!Weinberg,!2009).!Durante!la!
embriogénesis! la!activación!de!una!serie!de! factores!de! transcripción!como!
Snail,! Slug! o! Twist! dan! lugar! a! un! conjunto! de! eventos! biológicos! que!
incluyen! la! pérdida! de! uniones! adherentes! y! la! asociada! conversión! de! la!
morfología! celular! poligonal/epitelial! a! alargada/fibroblástica,! la! expresión!
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! invasión! y! metástasis.! Estos! factores!
transcripcionales! se!encuentran!expresados!en!diferentes! tipos! tumorales!y!
parece! que! son! capaces! de! orquestar! la! mayoría! de! los! procesos! de! la!
cascada! de! invasióncmetástasis! a! excepción! del! paso! final! de! colonización!
(Micalizzi!et!al.,!2010;!Yang!&!Weinberg,!2008).!
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• Reprogramación!del!metabolismo!energético!

Para!poder!mantener!el!continuo!crecimiento!celular!y!la!proliferación!
característicos!del!proceso!neoplásico! las! células! tumorales!han!de! realizar!
ajustes! en! su!metabolismo! energético.! Incluso! en! presencia! de! oxígeno! las!
células! cancerosas! utilizan! preferentemente! la! vía! glicolítica! anaeróbica! de!
obtención!de!energía!frente!a!la!fosforilación!oxidativa!mitocondrial,!lo!que!
es!conocido!como!“efecto!Warburg”!(Warburg,!1956).!La!menor!eficiencia!en!
la! producción! de! ATP! de! la! vía! anaeróbica! frente! a! la! mitocondrial!
dependiente!de!oxígeno!es!compensada,!en!parte,!por!las!células!tumorales!
mediante! el! incremento! en! el! número! de! transportadores! de! glucosa.! Este!
aumento!en!los!receptores!de!glucosa!así!como!un!incremento!en!la!síntesis!
de! enzimas! implicadas! en! la! ruta! glicolítica! es! característico! 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!
anaeróbica! incluso! en! presencia! de! oxígeno! no! está!muy! entendido,! dicha!
predilección!podría!explicarse!por!la!cantidad!de!intermediarios!glicolíticos!
generados! que! se! desvían! a! diferentes! rutas! biosintéticas.! Entre! ellas! se!
incluyen!las!implicadas!en!la!generación!de!nucleósidos!y!aminoácidos!que!
facilitarían,!a!su!vez,!la!biosíntesis!de!las!macromoléculas!requeridas!para!el!
ensamblaje!de!las!nuevas!células!(Vander!Heiden!et!al.,!2009).!

!

• Evasión!de!la!destrucción!inmune!

El! sistema! inmune! parece! operar! como! una! barrera! significativa! al!
desarrollo! tumoral.! Según! la! teoría!de! la! vigilancia! inmune! (Burnet,! 1970),!
este!sistema!parece!ser!responsable!del!reconocimiento!y!la!eliminación!de!la!
mayoría! de! células! cancerosas! incipientes! y,! por! tanto,! de! los! tumores!
nacientes.!Acorde!con!esta! teoría,! los! tumores!sólidos!habrían!desarrollado!
mecanismos! para! evitar! la! detección! por! las! células! del! sistema! inmune! o!
para! limitar! los! mecanismos! inmunológicos! conducentes! a! su! muerte!
(Zitvogel!et!al.,!2006).!

!
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• Inflamación!

El! sistema! inmune! también!puede!ejercer!un!efecto!positivo!sobre!el!
desarrollo!tumoral!(Colotta!et!al.,!2009).!Así,!la!inflamación!puede!contribuir!
a! la!adquisición!de! las!capacidades!biológicas!que!conducen!a! las!células!a!
su!conversión! tumorigénica!mediante! la! liberación!por!parte!de! las! células!
del! sistema! inmune! de! moléculas! bioactivas! tales! como! factores! de!
crecimiento! que! mantienen! la! señalización! proliferativa,! factores! de!
supervivencia! que! limitan! la! muerte! celular,! factores! proangiogénicos,!
enzimas! modificadores! de! la! matriz! extracelular! que! facilitan! la!
angiogénesis,! la! invasión! y! la! metástasis! y! señales! que! conducen! a! la!
activación! de! la! transición! epitelio! mesenquimal.! Además,! pueden! liberar!
especies! reactivas!de!oxígeno!que! incrementan! las! tasa!de!mutación!de! las!
células!vecinas.!

!

• Inestabilidad!genómica!!

El!desarrollo!de!inestabilidad!genómica!constituye!un!mecanismo!por!
el!que!las!células!cancerosas!acumulan!los!cambios!genéticos!que!conducen!
a! la! adquisición! de! las! diferentes! capacidades! biológicas! 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!
mutación! espontánea! se! mantenga! muy! baja! durante! cada! generación!
celular! (Jackson! &! Bartek,! 2009).! Además,! poseen! mecanismos! para!
interceptar!e!inactivar!moléculas!mutagénicas!antes!de!que!puedan!dañar!el!
ADN.! Las! células! cancerosas! a!menudo! incrementan! su! tasa! de!mutación!
debido! a! un! aumento! de! su! sensibilidad! frente! a! agentes! mutagénicos,! a!
defectos!en! la!detección!o!reparación!del!ADN!dañado!o!a! la!alteración!de!
los!mecanismos!que!conducen!a!las!células!dañadas!de!forma!irreparable!a!
su!muerte!celular.!!

Otra! fuente! de! inestabilidad! genómica! asociada! a! tumores! la!
constituye! la! inestabilidad! cromosómica! caracterizada! por! la! ganancia! o!
pérdida! de! grandes! fragmentos! cromosómicos! o! por! la! alteración! del!
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número! total! de! cromosomas! en! una! célula! (aneuploidía).! La! adecuada!
segregación!de!los!cromosomas!en!las!dos!células!hijas!durante!la!mitosis!es!
esencial!para!evitar!la!inestabilidad!cromosómica!(Rajagopalan!&!Lengauer,!
2004).! Otro! mecanismo! que! contribuye! a! la! inestabilidad! cariotípica! 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!
características! del! cáncer! es! la! proliferación! descontrolada! de! las! células!
como! resultado! de! la! alteración! en! los! mecanismos! moleculares! que!
controlan! el! ciclo! celular.! El! ciclo! celular! es! el! conjunto! de! eventos!
moleculares! que! conducen! a! la! división!de! una! célula! en!dos! células! hijas!
idénticas!y!está!dividido!en!cuatro!fases:!G1,!S,!G2!y!M!(Figura!2).!Durante!la!
fase! G1,! las! células! crecen! en! tamaño! y! sintetizan! las! proteínas! y! ARNs!
necesarios!para!la!síntesis!de!ADN!que!tendrá!lugar!en!la!fase!siguiente.!La!
fase!G1!constituye!un!importante!periodo!regulador!ya!que!es!aquí!cuando!
las! células! deciden! si! continúan! dividiéndose! o! si! entran! en! un! estado!
quiescente!(G0),!decisión!que!está!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!síntesis!que!es!donde!tiene!lugar!la!
replicación!del!ADN!y!la!duplicación!de!los!cromosomas,!que!requiere!de!la!
síntesis!de!histonas!para!su!correcto!empaquetamiento.!En!esta!fase,!además,!
se!depositan!sobre!los!cromosomas!las!proteínas!responsables!de!mantener!
la! cohesión! entre! las! cromátidas! hermanas! hasta! su! separación! en!mitosis!
(Morgan,!2007).!

A! continuación,! las! células! entran! en!G2!donde! se! preparan! para! la!
fase!M.!Durante!la!fase!M!se!produce!la!división!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!condensación!de!
los!cromosomas,! la!separación!de! los!centrosomas!y!se! inicia!el!ensamblaje!
del! huso! mitótico.! Durante! la! prometafase! se! produce! la! rotura! de! la!
envoltura!nuclear!y!las!cromátidas!hermanas!se!unen!a!los!microtúbulos!del!
huso!mitótico!a!través!de!los!cinetocoros!y!migran!hasta!la!región!central.!La!
metafase!se!caracteriza!por!el!alineamiento!de!las!cromátidas!hermanas!en!el!
plato!metafásico!donde!permanecen!a! la!espera!de! la!señal!para!separarse.!
En! la! anafase! se! rompe! la! cohesión! que!mantiene! unidas! a! las! cromátidas!
hermanas!y!estas!se!separan!gracias!a!la!acción!de!los!microtúbulos!del!huso!
mitótico!que!tiran!de!ellas!en!direcciones!opuestas!de!la!célula.!La!mitosis!se!
completa! en! la! telofase! cuando! se! desensambla! el! huso! mitótico! y! los!
cromosomas! se! descondensan! y! empaquetan! dentro! de! nuevas! envolturas!
nucleares!formadas!en!cada!una!de!las!células!hijas!(Morgan,!2007).!

!
Figura 2: El ciclo celular. El ciclo celular se divide en 4 fases: G1, S, G2 y M. La fase M 
está, a su vez, dividida en 5 etapas que van de la profase a la telofase y citocinesis. La 
progresión por las diferentes fases del ciclo celular está controlada por la formación de 
diferentes complejos CDK-Ciclina (Campbell & Reece, 2001; Lodish et al., 2004). 

!
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2.2. Control%del%ciclo%celular%

La!progresión!a!través!de!las!diferentes!fases!del!ciclo!celular!está!controlada!
por! proteínas! quinasas! heterodiméricas! constituidas! por! subunidades!
reguladoras! llamadas! ciclinas! y! por! subunidades! catalíticas! quinasas!
dependientes!de!ciclina!(CDKs).!La!actividad!de!los!complejos!CDKcCiclina!
oscila! durante! el! ciclo! celular! generándose! ondas! de! actividad! de! los!
diferentes!complejos!que!se!suceden!a!lo!largo!del!ciclo.!Cada!complejo!que!
se! activa! actúa! sobre! diferentes! sustratos! activándolos! o! inactivándolos!
mediante! fosforilaciones! para! que! se! lleven! a! cabo! los! procesos!
correspondientes!a!ese!momento!del!ciclo.!Una!vez!realizada!su!función!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!esquemáticamente!los!periodos!del!ciclo!durante!los!
que!se!activan!cada!uno!de!los!complejos!CDKcCiclina:!la!Ciclina!D!se!asocia!
a!CDK4!y!CDK6!en!G1!controlando!la!entrada!en!el!ciclo!celular,!el!complejo!
CDK2cCiclina! E! es! responsable! de! la! transición! G1/S,! CDK2cCiclina! A! y!
CDK1cCiclina! A! están! implicadas! en! la! progresión! por! la! fase! S! y! la!
transición! G2/M,! respectivamente,! mientras! que! CDK2cCiclina! B! se! activa!
para!promover!la!entrada!mitótica!(Lodish!et!al.,!2004).!!

El!control!de!la!actividad!de!los!diferentes!complejos!CDKcCiclina!se!
realiza! mediante! varios! mecanismos.! La! formación! de! los! diferentes!
complejos!depende,!en!primer!lugar,!de!los!niveles!de!ciclinas!presentes!a!lo!
largo! del! ciclo! (Figura! 3)! que! están! regulados! por! la! activación! de! su!
expresión!génica!y!su!degradación!proteosomal!en!momentos!concretos!del!
ciclo.!Además!de!la!unión!de!la!ciclina,!las!CDKs!han!de!ser!fosforiladas!en!
un! residuo! adyacente! a! su! sitio! catalítico! para! ser! completamente! activas.!
Esta! fosforilación! la! lleva!a! cabo!el! complejo!CAK!(CDK#Activating#Kinase),!
formado!por! la! asociación! de! la! quinasa!CDK7,! la!Ciclina!H! y! la! proteína!
Mat1.! La! fosforilación! en! otros! residuos! puede,! por! el! contrario,! tener! un!
efecto!inhibidor!sobre!la!actividad!CDK.!Por!ejemplo,! las!fosforilaciones!en!
la! Thrc14! y! Tyrc15! mediadas! por! las! quinasas! Wee1! y! Myt1! inhiben! su!
actividad! y! es! necesario! su! eliminación! por! la! familia! de! fosfatasas!Cdc25!
para! activar! los! complejos.! Un! tercer! nivel! de! regulación! lo! constituye! la!
unión!de!proteínas!inhibidoras!de!CDKs,!las!CKIs,!cuyos!niveles!están,!a!su!
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vez,! controlados!por!degradación!proteasomal.!Se!han!descrito!7!proteínas!
CKIs! que! se! unen! a! los! complejos! CDKcCiclina! inhibiendo! su! actividad!
catalítica:! p16INK4a,! p15INK4b,! p18!INK4c! y! p19!INK4d,! de! la! familia! INK4,! que! se!
unen!específicamente!a!los!complejos!que!contienen!CDK4!y!CDK6!y!p21Cip1,!
p27Kip1! y! p57Kip2,! de! la! familia! CIP/KIP,! inhibidores! generales! de! los!
complejos!CDKcCiclina!(Morgan,!2007;!Weinberg,!2014).!A!diferencia!de!las!
modificaciones!reversibles!como!la!fosforilación!o!la!asociación!con!CKIs,!la!
degradación! proteasomal! es! un! mecanismo! irreversible! que! asegura! la!
estricta! unidireccionalidad! del! ciclo! celular! jugando,! por! tanto,! un! papel!
central!en!su!regulación!(Bassermann!et!al.,!2014).!

!
Figura 3: Niveles de ciclinas durante el ciclo celular. Los niveles de las Ciclinas B, D, 
E y A  oscilan de forma periódica 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!estimulación!mitogénica!
conduce!a! la!activación!de! la! síntesis!de!Ciclina!D!y! la!disminución!de! los!
niveles!de!sus!inhibidores.!La!Ciclina!D!se!une!entonces!a!CDK4/6!y!fosforila!
la! proteína! de! retinoblastoma! (pRb)! lo! que! la! libera! de! su! asociación!
inhibidora! con! los! factores! de! transcripción! E2F.! Una! vez! liberados,! los!
factores! E2F! activan! la! transcripción! de! las! Ciclinas! E! y! A! y! de! otras!
proteínas!necesarias!para!el!correcto!desarrollo!de!la!fase!S.!La!Ciclina!E!se!
une! a! CDK2! y! fosforila! a! pRb! contribuyendo! a! la! activación! de! E2F! y!
estableciendo! así! un! lazo! de! retroalimentación! positivo! que! conducirá!
finalmente! al! paso! a! través! del! punto! de! restricción.! A! partir! de! este!
momento! la! célula! no! necesita! estímulos! mitogénicos! adicionales! para!
completar! las! siguientes! etapas! del! ciclo;! los! diferentes! complejos! CDKc
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Ciclina! se! irán!activando! secuencialmente! controlado! la!progresión!por! las!
fases!S,!G2!y!M!(Morgan,!2007;!Weinberg,!2014).!

La!célula!está!dotada!de!mecanismos!de!control!capaces!de!inhibir!los!
diferentes!complejos!CDKcCiclina!y!frenar!la!progresión!del!ciclo!celular!en!
caso!de!detectar!alguna!anomalía,!evitando!así!que!se!produzcan!errores!en!
la! duplicación! del! material! genético! o! en! su! reparto! entre! las! dos! células!
hijas!(Figura!4).!Ante!la!detección!de!un!daño!en!el!ADN,!las!quinasas!ATM!
y!ATR!inician!unas!cascadas!de!señalización!que!conducen!a!la!inactivación!
de!los!complejos!CDKcCiclina!y!a!la!parada!del!ciclo!en!G1,!S!y!G2/M!hasta!
que! el!daño! en! el!ADN!es! reparado.!Central! en! la! respuesta! al!daño! en! el!
ADN!es!la!activación!del!factor!de!transcripción!p53.!Al!final!de!G2,!además,!
se! comprueba! si! el! ADN! está! correctamente! replicado! y! si! no! es! así! se!
bloquea!la!entrada!en!mitosis!mediante!la!inhibición!de!los!complejos!CDKc
Ciclina!mitóticos.!Otro!punto!de!control!se!encuentra!en! la! transición!de! la!
metafase! a! la! anafase:! si! los! cromosomas! no! están! correctamente!
ensamblados! al! huso! mitótico! se! detiene! la! maquinaria! de! degradación!
proteolítica!mediada!por!el!proteasoma!que!conduce!al! inicio!de!la!anafase!
impidiendo! la! separación!de! las! cromátidas! hermanas! (Lodish! et! al.,! 2004;!
Morgan,!2007).!

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

El!sistema!ubicuitina!proteasoma!es!responsable!de!la!degradación!selectiva!
de!multitud!de!proteínas!en! las! células!eucarióticas.!Las!proteínas! sustrato!
son! marcadas! con! la! proteína! ubicuitina! para! ser,! a! continuación,!
degradadas! por! el! proteasoma.! La! degradación! de! proteínas!mediada! por!
este! sistema! juega! un! papel! central! en! el! control! de! numerosos! procesos!
incluyendo! la!progresión!por! el! ciclo! celular,! la! transducción!de! señal! o! la!
regulación! transcripcional,! entre! otros.! Defectos! en! este! sistema! de!
degradación! pueden! conducir! a! condiciones! patológicas! incluyendo! la!
transformación!neoplásica!(Hershko!&!Ciechanover,!1998).!
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!
Figura 4: Mecanismos de control del ciclo celular. El punto de control de la replicación 
del ADN previene la activación de los complejos CDK1-Ciclina A y CDK1-Ciclina B 
mediante la activación 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 
mitótico Mad2 y otras proteínas inhiben la activación del factor Cdc20 que se requiere para 
la ubicuitinación y degradación proteasomal de la securina previniendo así la entrada en 
anafase. Ante la detección de un daño 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! proteolítico! de! unos! 2500! kDa!
compuesto! por! dos! tipos! de! subcomplejos:! la! partícula! central! 20S! y! la!
partícula! reguladora! 19S,! también! conocida! como! PA700.! El! complejo!
central! 20S! alberga! las! actividades! proteolíticas! mientras! que! la! partícula!
reguladora! 19S! es! la! responsable! del! reconocimiento,! desubicuitinación! y!
desplegamiento! de! los! sustratos! poliubicuitinados! (Figura! 5)! (Kunjappu!&!
Hochstrasser,!2014).!!

La!partícula! central! 20S! tiene! forma!de!barril! y! está! formada!por! 28!
subunidades!repartidas!en!4!anillos!heptaméricos!apilados.!Los!dos!anillos!
exteriores!son!idénticos!y!están!constituidos!por!7!subunidades!α!distintas.!
Son! los! encargados! de! regular! la! entrada! de! los! sustratos! a! la! cámara!
proteolítica!interior.!Esta!está!formada!por!los!dos!anillos!interiores,!también!

Another example concerns attachment of kineto-
chores to microtubules of the mitotic spindle during
metaphase. If anaphase is initiated before both kine-

tochores of a replicated chromosome become attached to micro-
tubules from opposite spindle poles, daughter cells are produced
that have a missing or extra chromosome (Figure 21-31). When
this process, called nondisjunction, occurs during the meiotic di-
vision that generates a human egg, Down syndrome can occur
from trisomy of chromosome 21, resulting in developmental ab-
normalities and mental retardation. ❚

To minimize the occurrence of such mistakes in cell-cycle
events, a cell’s progress through the cycle is monitored at sev-
eral checkpoints (Figure 21-32). Control mechanisms that
operate at these checkpoints ensure that chromosomes are
intact and that each stage of the cell cycle is completed before
the following stage is initiated. Our understanding of these
control mechanisms at the molecular level has advanced con-
siderably in recent years.

21.7 • Checkpoints in Cell-Cycle Regulation 887

Abnormal
spindle

Anaphase

Cytokinesis

M issing
chromosome

Extra
chromosome

! FIGURE 21-31
Nondisjunction. This
abnormality occurs when
chromosomes segregate 
in anaphase before the
kinetochore of each sister
chromatid has attached 
to m icrotubules (red lines)
from the opposite spindle
poles. As a result, one
daughter ce ll contains two
copies of one chromosome ,
while the other daughter
ce ll lacks that chromosome .
[Adapted from A . Murray and 
T. Hunt, 1993, The Ce ll Cycle:
An Introduction, W. H . Freeman
and Company.]
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▲ FIGURE 21-32 Overview of checkpoint controls in the
cell cycle. The unreplicated-DNA checkpoint ( ) prevents
activation of cyclin A-CDK1 and cyclin B-CDK1 (i.e ., m itosis-
promoting factor, MPF) by activation of an ATR-Chk1 prote in
kinase cascade that phosphorylates and inactivates Cdc25C ,
thereby inhibiting entry into m itosis. In the spindle-assembly
checkpoint ( ), Mad2 and other prote ins inhibit activation of the
APC specificity factor (Cdc20) required for polyubiquitination of
securin, thereby preventing entry into anaphase . The
chromosome-segregation checkpoint ( ) prevents re lease of the
Cdc14 phosphatase from nucleoli, thereby blocking activation of

3

2

1
the APC specificity factor (Cdh1) required for polyubiquitination of
B-type cyclins as we ll as induction of Sic1. As a result, the
decrease in MPF activity required for the events of te lophase
does not occur. In the initial phase of the DNA-damage
checkpoint ( ), the ATM or ATR prote in kinase (ATM/R) is
activated. The active kinases then trigger t wo pathways: the Chk-
Cdc25A pathway ( and ), blocking entry into or through the
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and G2 ( – ). See text for further discussion. Red symbols
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idénticos! entre! sí,! constituidos! por! 7! subunidades! β! diferentes,! tres! de! las!
cuales!poseen!actividades!catalíticas!(β1,!β2!y!β5)!(Farras!et!al.,!2005).!

La!entrada!del!sustrato!a!la!cámara!proteolítica!está!bloqueada!por!un!
mecanismo! topológico! y! se! requiere! la! unión! de! la! subunidad! reguladora!
19S! para! que! sea! accesible.! Esta! partícula! abre! una! vía! de! acceso! para! el!
sustrato!a!la!vez!que!le!ayuda!en!su!desplazamiento!al!interior!de!la!cámara.!
Está! constituida! por! más! de! 17! subunidades! repartidas! en! dos!
subestructuras:! la!base!y!la!tapa.!La!base!contiene!un!anillo!de!ATPasas!en!
contacto!directo!con!la!partícula!20S!que!controla!la!apertura!del!orificio!del!
proteasoma!20S!mientras!que! la! tapa!es!esencial!para! la!eliminación!de! las!
ubicuitinas!unidas!al!sustrato!(Farras!et!al.,!2005;!Finley,!2009).!

!
Figura 5: Componentes del complejo proteasomal 26S. El proteasoma 26S está 
constituido por la partícula central 20S y la partícula 19S que regula la entrada del sustrato 
poliubicuitinado. Modificado a partir de (McNaught et al., 2001). 

3.2. La%ubicuitinación%de%los%sustratos.%

La! ubicuitina! es! una! pequeña! proteína! de! 76! aminoácidos! 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! E1! en! una! reacción! dependiente! de! ATP! y! transferida! a!
continuación!a! la!enzima!de!conjugación!de!ubicuitina!o!E2.!Finalmente,! la!
ligasa!E3!de!ubicuitina!une!específicamente!al! sustrato!proteico!y!media! la!
transferencia!de! la!ubicuitina!al!mismo.!La! sucesiva!adición!de!ubicuitinas!
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genera!una!cadena!de!poliubicuitinas!que!sirve!de!señal!para!que!la!proteína!
sea!degradada!por!el!proteasoma!26S!(Welchman!et!al.,!2005).!

!
Figura 6: Vía de degradación ubicuitina-proteasoma. En la ubicuitinación de un 
sustrato proteico intervienen tres actividades enzimáticas: 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!degradación!
selectiva!de!proteínas!mediada!por!la!vía!ubicuitina!proteasoma!ya!que!son!
las! que! reconocen! de! forma! específica! 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! ubicuitinación! 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!
monómeros,! como! dímeros! o! como! complejos! multiméricos.! La!
dimerización!generalmente!ocurre!a!través!del!dominio!RING!o!las!regiones!
cercanas! y! puede! dar! lugar! a! homodímeros,! como! en! los! casos! de! cIAP! o!
TRAF2,! o! heterodímeros,! como! los! formados! por!MDM2! y!MDMX! o! por!
BRCA1! y! BARD1.! En! los! complejos! multiméricos! el! reconocimiento! del!
sustrato!lo!realiza!una!subunidad!proteica!diferente!a!la!que!posee!actividad!
ligasa! que! está! enlazada! a! ella! a! través! de! varias! proteínas! adaptadoras!
(Metzger!et!al.,!2012).!

!
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WD40 repeat
A protein-interaction domain 
consisting of 40 amino-acid 
repeats that form a propeller-
like structure, in which each 
repeat contributes a blade.

Leucine-rich repeat
A protein-sequence motif that 
contains regular occurrences of 
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in certain proteins. The back-
to-back set of motifs was found 
to correspond to a small sub-
domain structure in the protein 
that stacks next to adjacent 
repeats to form a parallel, 
β-sheet, arc-like structure.

The APC/C is structurally similar to the SCF 
complex, and consists of invariable core components 
— APC11 (RBX1-related RING-finger protein), APC2 
(CUL1-related scaffold protein) and at least 11 other 
components without a defined role — as well as a vari-
able component known as an activator. There are two 
such variable components in mitotically cycling cells — 
cell division cycle 20 (CDC20) and CDH1 (also known 
as HCT1) — and they confer substrate specificity in the 
same way that F-box proteins do in the SCF complex9,10. 
Additional APC/C activators function during meiosis 
and in non-dividing cells (reviewed in REF. 12).

Despite the structural and biochemical similarities 
between the SCF complex and the APC/C, their cellular 
functions are different. This is highlighted by the timing 
of action of each E3 complex (FIG. 3a): the APC/C is active 
from mid-mitosis (anaphase) to the end of G1 phase, 
whereas the SCF complex, although originally thought 
to function mainly at the G1–S transition, is active from 
late G1 to early M phase. How are their roles clearly 
delineated? The most persuasive explanation is that they 
constitute a regulatory loop. Although the entire picture 
is not clear, several lines of evidence show that there 
is a tight interplay between the SCF complex and the 
APC/C13–16 (FIG. 3b). The SCF complex and the APC/C 
also differ in their frequency of genetic alterations in 
cancer: far more alterations connected with cancer have 
been found for the SCF complex than for the APC/C.

SKP2 is oncogenic
SKP2 was originally discovered as a protein that associ-
ates with cyclin A–CDK2 in transformed cells17, and is 

now known to be an F-box protein of the SCF complex. 
In conjunction with SKP2, the SCF complex targets 
p27 (REFS 18–20), p21 (REFS 21,22) and p57 (REF. 23) 
CKIs for degradation (FIG. 4). To date, it has also been 
reported that SKP2 targets p130, cyclin A, cyclin D1, 
free cyclin E, E2F1, ORC1, CDT1, CDK9, MYC, B-MYB, 
SMAD4, RAG2, UBP43, FOXO1 and papillomavirus 
E7 (reviewed in REF. 8). However, it is p27 that seems to 
be the primary target of SKP2, given that Skp2–/– mice 
show a marked accumulation of p27 (REF. 24), and that 
prominent cellular phenotypes apparent in Skp2–/– mice 
(see Supplementary information S1 (table)) — includ-
ing nuclear enlargement, polyploidy and an increased 
number of centrosomes that are probably caused by 
overreplication of chromosomes and centrosomes 
— disappear in Skp2–/– p27–/– double-mutant mice25,26.

It has been widely accepted that p27 is a tumour 
suppressor, not only because of its activity as a CKI, 
but also because of evidence from mouse models27–29 
and the marked correlation between reduced p27 
levels and poor prognosis found in clinical studies of 
patients with cancer5. Indeed, a reduction in the con-
centration of p27 is common in many types of human 
malignancies. However, in contrast with other tumour 
suppressors such as p53 or RB, mutation or deletion 
of the p27 gene is an uncommon event in the develop-
ment of human cancers, indicating that deregulation 
of p27 expression in human tumours is often due to 
post-transcriptional mechanisms. It has become evi-
dent that  SKP2 expression is inversely correlated with 
levels of p27 in many cancers, and also with the grade 
of malignancy in certain human tumours (TABLE 1). In 
addition, frequent amplification and overexpression of 
the SKP2 gene has been observed in lung cancers30,31 
and in cell lines expressing high-risk human papil-
loma virus32. Other components of the ubiquitylation 
machinery for p27, primarily CKS1, have oncogenic 
potential in patients with colorectal carcinoma33, and 
overexpression of SKP2 or CKS1 is strongly and inde-
pendently associated with a loss of tumour differen-
tiation and poor survival34. The oncogenic potential 
of SKP2 has also been shown in transgenic mouse 
models35,36. Furthermore, Ras signalling induces SKP2 
expression through the binding of GA-binding pro-
tein, an Ets-family transcription factor, to the SKP2 
promoter37. Such evidence supports the notion that 
SKP2 is a growth promoter and an oncoprotein.

However, in the time since it became widely accepted 
that SKP2 mediates p27 degradation in G1 phase, sev-
eral discrepancies have emerged. First, SKP2 is not 
expressed until early S phase, unequivocally later than 
the degradation of p27 apparent at G1 (REFS 17,38,39). 
Second, p27 is exported from the nucleus to the cyto-
plasm at G1 (REFS 39,40), whereas SKP2 is restricted to 
the nucleus41. Third, the downregulation of p27 at the 
G0–G1 transition occurs normally in SKP2–/– cells and 
is sensitive to proteasome inhibitors38. These temporal, 
spatial and genetic discrepancies indicate that p27 
is degraded at G1 in the cytoplasm by a proteasome-
dependent, but SKP2-independent, mechanism. We 
have recently purified an E3 enzyme, designated KIP1 

Figure 1 | Overview of the ubiquitin-proteasome pathway. Ubiquitin (Ub) is a small 
8-kDa protein, which is first transferred to the ubiquitin-activating enzyme, E1, in an ATP-
dependent manner. This activated ubiquitin is then transferred to the ubiquitin-
conjugating enzyme, E2. Finally, the ubiquitin is covalently attached to the target protein 
by E3 ubiquitin ligase, leading to the formation of a polyubiquitin chain. The 
polyubiquitylated protein is recognized by the 26S proteasome, and is destroyed in an 
ATP-dependent manner. There are many E3 ubiquitin ligases, which are categorized into 
four major classes: HECT-type, RING-finger-type, U-box-type and PHD-finger-type. 
RING-finger-type E3s are further divided into subfamilies, including cullin-based E3s, 
which constitute one of the largest classes of E3s. There are seven cullin-based E3s 
including the SKP1–CUL1–F-box-protein (SCF) complex and the anaphase-promoting 
complex/cyclosome (APC/C).
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3.3. Ligasas%E3%implicadas%en%el%control%del%ciclo%celular%

En!el!control!del!ciclo!celular!están! implicadas!dos! ligasas!E3!de! la! familia!
RING:! SCF,! que! recibe! su! nombre! de! sus! componentes! principales! (Skp1,!
Cullin! y! proteína! Fcbox)! 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!
proteínas! Cul1! o! Apc2! hacen! la! función! de! andamio!molecular! de! SCF! y!
APC/C,! respectivamente.! Por! un! lado! se! unen! a! la! proteína! que! posee! el!
dominio!RING,!Rbx1! en! el! caso!de!SCF!y!Apc11! en! el! caso!de!APC/C,! las!
cuales,! a! su! vez,! reclutan! a! la! enzima!E2! conjugada! a! la! ubicuitina.! Por! el!
otro! lado! Cul1! y! Apc2! se! enlazan! a! la! subunidad! que! reconoce!
específicamente!el!sustrato!a!través!de!moléculas!adaptadoras.!En!el!caso!de!
SCF! el! reconocimiento!del! sustrato! la! realiza!una!proteína!Fcbox,!mientras!
que!en!el!complejo!APC/C!son!las!proteínas!Cdc20!o!Cdh1!las!que!reclutan!
el!sustrato!(Bassermann!et!al.,!2014;!Nakayama!&!Nakayama,!2006).!

!
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. El componente variable de cada complejo es la proteína encargada del 
reconocimiento del sustrato: las proteínas F-box Skp2, Fbxw7 y β-TrCP en el caso del 
complejo SCF y las proteínas 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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ubiquitylation-promoting complex (KPC), that interacts 
with, and ubiquitylates, p27 in G1 phase and is localized 
to the cytoplasm of mammalian cells42. KPC consists 
of two subunits, KPC1 and KPC2. KPC1 contains a 
RING-finger domain near its C terminus, and func-
tions as the catalytic subunit43. KPC2 is a member of the 
UBL–UBA family of proteins. KPC2 stabilizes KPC1, 
recruits polyubiquitylated p27 and interacts with the 
26S proteasome, thereby promoting the degradation of 
p27 (REF. 44). Inhibition of either KPC1 or KPC2 by RNA 
interference or with dominant-negative mutants delays 
p27 degradation at the G0–G1 transition42–44. These 
results indicate that the degradation of p27 is regulated 
by two distinct mechanisms: translocation-coupled 
cytoplasmic ubiquitylation by KPC at the G0–G1 tran-
sition and nuclear ubiquitylation by SKP2 during S and 
G2 phases (see Supplementary information S2 (figure)). 
Given that, in a subset of breast cancers (32 out of 84 
samples)45, p27 levels were low despite SKP2 not being 
expressed, it remains possible that the expression of 
KPC might be elevated in such cases.

FBW7 as a tumour suppressor
FBW7 is another F-box protein of the SCF complex that 
targets several oncoproteins, including cyclin E, MYC, 
JUN, Notch 1 and Notch 4 for degradation (reviewed in 
REF. 8) (FIG. 4). FBW7 was first discovered as a negative 
regulator of the lin-12 (Notch) signalling pathway in 
Caenorhabditis elegans by genetic screening46. We, and 
others, have generated mice that are deficient in FBW7 
and found that the embryos die in utero at embryonic 
day 10.5, manifesting marked abnormalities in vascular 
development47,48 (see Supplementary information S1 
(table)). Notch accumulates in Fbw7–/– embryos, result-
ing in an increased expression of HEY1, a transcriptional 
repressor that acts downstream of Notch and is impli-
cated in vascular development47. So, FBW7 has a crucial 
role in mammalian vascular development by regulating 
Notch stability during embryogenesis.

Given that FBW7 is responsible for the degradation 
of the above-mentioned oncoproteins, FBW7 is thought 
to function as a tumour suppressor. Indeed, mutations in 
FBW7 were found in ovarian cancer, breast cancer, lym-
phoma and colorectal cancer (TABLE 1). In animal models, 
Fbw7+/– mice have greater susceptibility to radiation-
induced tumorigenesis, but most tumours retain and 
express the wild-type allele, indicating that FBW7 is a 
haplo-insufficient tumour-suppressor gene49. How does 
the decrease in FBW7 function result in cancer develop-
ment? Deregulation of cyclin E has been considered to 
be a major factor in tumorigenesis because increased 
levels of cyclin E have been associated with various 
malignancies, and constitutive expression of cyclin E 
leads to genomic instability50. Furthermore, knockdown 
of cyclin E expression in the cancer lines in which FBW7 
was also knocked out significantly reduced the extent of 
chromosomal instability51. However, recent studies do 
not always support this notion. Expression of cyclin E 
is not always increased in cancer cells in which FBW7 is 
mutated (REFS 49,52 and our unpublished observations). 
Furthermore, expression of cyclin E was unaffected in 
Fbw7–/– embryos47,49, and the concentration of cyclin E 
was increased only in the placenta48. Radiation-induced 
lymphomas are frequently observed in Fbw7+/– mice, but 
the level of cyclin E is not elevated49. It therefore seems 
likely that FBW7 contributes to cyclin E proteolysis in a 
context-dependent manner.

Another important substrate of FBW7 is MYC, the 
deregulation of which might be responsible for cancer 
development. Given that the expression level of MYC 
is increased in many malignant tumours, and many 
MYC mutations affect the stability of the encoded 
protein53, its turnover is thought to be a crucial deter-
minant of carcinogenesis. MYC is ubiquitylated and 
degraded by the proteasome. The region of MYC 
that signals its ubiquitylation (the degron) overlaps 
with the transactivation domain, in which two highly 
conserved sequence elements — MYC box 1 (MB1) 
and MB2 — have been implicated in the proteolysis 
of MYC. In particular, phosphorylation of Thr58 
and Ser62 in MB1 is an important determinant of 
MYC stability53. Growth factors control MYC stabil-
ity primarily through the phosphorylation of these 

Figure 2 | The structural similarity of SCF and APC/C. Both the SKP1–CUL1–F-box-
protein (SCF) complex and the anaphase-promoting complex/cyclosome (APC/C) are 
constituted of common subunits and variable substrate-recognition subunits. The SCF 
complex consists of the invariable components RBX1 (RING-finger protein), CUL1 
(scaffold protein) and SKP1 (adaptor protein) as well as a variable F-box-protein 
component, which is responsible for substrate recognition. Among more than 70 F-box 
proteins in humans, three proteins — S-phase kinase-associated protein 2 (SKP2), F-box 
and WD-40 domain protein 7 (FBW7) and β-transducin repeat-containing protein 
(β-TRCP) — are the main protagonists in cell-cycle control. The APC/C consists of the 
invariable core components APC1 (RBX1-related RING-finger protein), APC2 (CUL1-
related scaffold protein) and at least 11 other components, the functions of which are not 
fully understood. In addition, there is the variable activator subunit, cell division cycle 20 
(CDC20) or CDH1 (also known as HCT1), both of which confer substrate specificity in the 
same way as F-box proteins do in the SCF complex. Known substrates of each variable 
subunit in SCF and APC/C are shown8–10,97.
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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!
específicos! presentes! en! la! estructura! primaria! del! sustrato,! como! los!
motivos!Dcbox!o!KENcbox,!mientras!que! los!complejos!SCF,!en! la!mayoría!
de!los!casos,!solo!reconocen!al!sustrato!después!de!su!fosforilación!en!unos!
determinados! residuos! mediada! por! quinasas! específicas! (Yamasaki! &!
Pagano,!2004).!

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

Según!lleve!unida!la!proteína!activadora!Cdc20!o!Cdh1,!el!complejo!APC/C!
actúa!sobre!unos!sustratos!diferentes!en!el!período!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!progresión!mitótica,!la!salida!de!mitosis!y!el!
establecimiento!de!G1!(Nakayama!&!Nakayama,!2006).!

APC/CCdc20! está! activa! desde! prometafase! hasta! telofase! y! entre! sus!
sustratos! se! encuentra! la! securina.! Durante! la! metafase! las! cromátidas!
hermanas!permanecen!unidas!gracias!a!la!acción!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!separación!de!las!cromátidas!hermanas.!
La!degradación!de!la!securina!por!APC/CCdc20!permite,!por!tanto,!el!inicio!de!
la! anafase.! La! actividad! de! APC/CCdc20! está! controlada! por! el! punto! de!
control! del! ensamblaje! del! huso! mitótico.! En! presencia! de! cinetocoros! no!
ensamblados!al!huso!mitótico!proteínas!como!Mad2!y!BubR1!se!activan!y!se!
unen!a!Cdc20!inhibiendo!su!función.!De!esta!manera!se!evita!que!la!anafase!
comience! antes! de! que! los! cromosomas! están! correctamente! alineados! y!
fijados!al!huso!mitótico!lo!que!podría!conducir!a!defectos!en!la!segregación!
cromosómica.! Además! de! la! separasa,! la! E3! ligasa! APC/CCdc20! también!
controla! la! degradación! de! las! ciclinas! mitóticas,! Ciclina! B! y! Ciclina! A,!
disminuyendo!la!actividad!de!CDK1!(Peters,!2006).!

APC/CCdh1! permanece! inactiva! desde! el! final! de! la! fase! G1! hasta!
mitosis! tardía! debido,! en! parte,! a! la! fosforilación! de! Cdh1! mediada! por!
CDKs! que! previene! su! unión! al! complejo! APC/C.! La! disminución! de! la!
actividad! de! CDK1! en! mitosis! conduce! a! la! activación! del! complejo!
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APC/CCdh1! (Skaar! &! Pagano,! 2009).! Entre! sus! sustratos! se! encuentran! las!
quinasas! mitóticas! Aurora! A,! Aurora! B! y! Plk1,! las! Ciclinas! A! y! B! y! la!
fosfatasa! Cdc25A! lo! que! conduce! a! la! completa! inactivación! de! CDK1! y!
promueve!la!salida!de!mitosis.!APC/CCdh1!media,!además,!la!degradación!de!
Cdc20,!inactivando!el!complejo!APC/CCdc20,!y!de!Skp2,!una!de!las!proteínas!
Fcbox!implicadas!en!el!control!del!ciclo!celular!por!la!ligasa!E3!SCF,!lo!que!
resulta! en! la! activación! de! los! inhibidores! de! CDKs! p21! y! p27.! La!
degradación! de! Skp2! al! inicio! de! G1! evita! la! activación! prematura! del!
complejo!SCFSkp2,!promotor!de!la!entrada!en!fase!S.!En!la!transición!G1/S!la!
fosforilación! de! Cdh1! mediada! por! CDK2! conduce! a! su! disociación! de!
APC/C! y! a! la! inactivación! del! complejo.! Posteriormente,! en! fase! S! un!
complejo! SCF! todavía! por! identificar! promueve! la! degradación! de! Cdh1!
(Bassermann!et!al.,!2014).!

La! actividad!APC/C! está! regulada! además! por! su! asociación! con! el!
pseudosustrato!inhibidor!EMI1!que!facilita!la!inactivación!de!APC/C!desde!
G1!tardía!hasta!mitosis!temprana.!Su!degradación!mediada!por!SCFβcTrCP!al!
inicio!de!mitosis!permite!la!activación!de!APC/C!(Frescas!&!Pagano,!2008).!!

3.3.2. Control%del%ciclo%celular%por%el%complejo%SCF%

El! complejo! SCF! está! implicado! principalmente! en! la! degradación! de!
proteínas!desde!G1!hasta!el!principio!de!mitosis.!Las!proteínas!Fcbox!son!los!
componentes! del! complejo! SCF! encargados! del! reconocimiento! específico!
del! sustrato! proteico.! Se! clasifican! en! tres! categorías:! las! que! poseen!
dominios!WD40! (FBXWs),! las! que! contienen! repeticiones! ricas! en! leucinas!
(FBXLs)! y! las! que! contienen! otros! dominios! (FBXOs).! Las! principales!
proteínas! Fcbox! implicadas! en! el! control! del! ciclo! celular! son:! Fbxw7! y! βc
TrCP,! de! la! categoría! FBXW,! y! Skp2,! perteneciente! a! la! clase! FBXL!
(Nakayama!&!Nakayama,!2005).!

SCFSkp2! está! activo! durante! las! fases! S! y! G2! y! es! responsable! de! la!
degradación!de!varios!reguladores!negativos!del!ciclo!celular!entre! los!que!
se!encuentran!varios! inhibidores!de!CDKs.!La!disminución!de! la!actividad!
APC/CCdh1! al! final!de!G1! conduce! a! la! acumulación!de! su! sustrato!Skp2!y,!
como!consecuencia,!a!la!degradación!proteasomal!de!p21,!p27!y!p57,!lo!que!
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conlleva!la!activación!de!CDK1!y!CDK2!y!la!progresión!por!las!fases!S,!G2!y!
M.! Debido! a! su! papel! promotor! de! la! división! celular! este! complejo!
ubicuitina! ligasa! se! comporta! como!un!oncogén!y! es! frecuente! encontrarlo!
sobreexpresado!en!cánceres!humanos!(Frescas!&!Pagano,!2008).!!

SCFβcTrCP!está!implicado!en!la!degradación!de!proteínas!que!juegan!un!
papel! tanto! positivo! como! negativo! en! la! progresión! 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!
activación!de! las!CDKs!mediante! la!eliminación!de!residuos!fosforilados,!y!
la!quinasa!Wee1,!que!fosforila!CDK1!inhibiendo!su!actividad.!SCFβcTrCP!está!
implicado! en! la! respuesta! al! daño! en! el! ADN! contribuyendo! a! la!
disminución! de! la! actividad! CDK1! mediante! la! degradación! de! Cdc25A,!
previniendo!así! la!progresión!por!el!ciclo!celular!antes!de!que!el!ADN!esté!
reparado!(Chen!et!al.,!2015).!

SCFFbxw7! está! considerado! un! supresor! tumoral! debido! a! que! está!
implicado!en!la!degradación!proteica!de!numerosos!oncogenes!entre!los!que!
se!encuentran!la!Ciclina!E,!cMyc,!cJun!y!Notchc1!(Welcker!&!Clurman,!2008).!

En! la! Figura! 8! se!muestra! un! esquema! del! control! de! las! diferentes!
fases!del!ciclo!celular!mediado!por!el!sistema!ubicuitinacproteasoma.!

3.4. Fbxw7%%

Fbxw7! es! el! componente! encargado! del! reconocimiento! del! sustrato! en! el!
complejo!ligasa!E3!de!ubicuitina!SCFFbxw7.!La!proteína!Fbxw7!humana!tiene!
3!isoformas,!α,!β!y!γ,!producidas!por!splicing!alternativo!de!su!mARN.!Cada!
mARN!consiste!en!un!primer!exón!específico!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! señales! de!
localización! que! dirigen! a! cada! isoforma! a! un! compartimento! subcelular:!
Fbxw7α,!que!es!la!isoforma!más!abundante,!se!localiza!en!el!nucleoplasma,!
Fbxw7β! en! el! citoplasma! y! Fbxw7γ! en! el! nucleolo.! Las! tres! isoformas!
comparten!varios!dominios!de!interacción!con!proteínas:!el!dominio!Fcbox,!
que!recluta!al!resto!del!complejo!ligasa!de!ubicuitina!SCF!mediante!su!unión!!
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!
Figura 8: Esquema del control de la progresión por ciclo celular mediado por el 
sistema ubicuitina-proteasoma. Las cajas azules indican proteínas activas, mientras que 
los nombres sin caja indican proteínas 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 degradación de las Ciclinas A y B y de Cdc25A por APC/CCdh1. A partir de 
G1/S (b) Emi1 se une e inhibe a APC/CCdh1, el complejo SCFSkp2 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 
inactivación de APC/CCdh1 mediante la fosforilación de Cdh1. La quinasa CDK1 permanece 
inactiva por la fosforilación mediada por Wee1 y la degradación de la fosfatasa Cdc25A 
por SCFβ-TrCP. A medida que avanza la fase S la Ciclina E es autofosforilada por el 
complejo CDK2-Ciclina E lo que conduce a su degradación por SCFFbxw7 (c). En G2 tardía 
SCFβ-TrCP promueve la activación de CDK1 mediante la degradación de Wee1. En mitosis 
(d) SCFβ-TrCP degrada Emi1 liberando al complejo APC/C de su inhibidor. El complejo 
APC/CCdc20 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!dimerización!(DD)!(Welcker!&!Clurman,!2008).!

La!unión!de!Fbxw7!al!sustrato!proteico!a!través!del!dominio!WD40!se!
produce! tras! su! fosforilación! en! un! motivo! consenso! denominado!
fosfodegrón.! Este! motivo,! presente! en! todos! los! sustratos! conocidos! de!
Fbxw7,!consiste!en!un!residuo!fosforilable!en!la!posición!central!seguido!de!
una!prolina!y!de!otro!residuo!fosforilable!en!posición!+4.!La!fosforilación!del!
residuo! fosforilable! central! es! mediada,! en! muchos! casos,! por! la! quinasa!
GSK3.!En!algunos!sustratos!la!secuencia!del!fosfodegrón!se!aleja!ligeramente!
de! la! óptima,! por! ejemplo! por! la! presencia! de! un! aminoácido! cargado! en!
lugar!del! residuo!fosforilable!en!posición!+4,! lo!que!disminuye!su!afinidad!
por!la!proteína!Fcbox!(Cheng!&!Li,!2012;!Davis!et!al.,!2014).!
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induced degradation of the Cdk1 inhibitor Wee1 (REF. 51).
Notably, this is also the point at which Tome1 — an
antagonist of Wee1 that contains an F-box-like domain
— appears, further promoting Cdk1 activity52.

Mitosis. In late mitosis,both CDKs are attenuated. The
block on APC/C is removed by yet another activity of
SCFβ-Trcp — the ubiquitin-mediated degradation of
Emi1 (REFS 53,54). APC/CCdc20 is therefore released and, in
addition to its anaphase-promoting induction of the
degradation of securin, actively induces the degradation
of cyclins A and B, thereby quenching Cdk1 activity
(BOX 3 figure, part d). Interestingly, Cdk1 activates
APC/CCdc20 by phosphorylating several APC/C subunits,
thereby contributing to its own attenuation30.

might emerge periodically in vivo without the need for
an initiating factor.

G2–M transition. Interpreting the states of CDK activity
at the G2–M transition through the E3 ligases that con-
trol them is similarly revealing (BOX 3 figure, part c).
Cdk2 attenuation is now maintained by SCFFbw7-medi-
ated degradation of its necessary partner cyclin E
(REFS 48–50), although some Cdk2 activity probably
remains thanks to the presence of cyclin A. Cdk1 activity
is now maintained by the continued inhibition of
APC/CCdh1, as well as APC/CCdc20,by Emi1; and by the
renewed availability of Cdc25a because SCFβ-Trcp actively
degrades it only in S and G2 phase. SCFβ-Trcp continues
to have a role in this phase, however, through its

APC/CCDC20

According to the convention for
multi-subunit E3 ligases, the
presumed activator, or substrate-
targeting, subunit is shown in
superscript text. So, the E3 ligase
that is formed by the APC/C
subunits and Cdc20 is written as
shown, and the SCF ligase
formed by Skp1, Cul1, Roc1 and
the F-box protein Skp2 is known
as SCFSkp2.

Box 3 | CDK activity profiles

Cyclin-dependent kinases (CDKs) represent both the engine and the pacemaker of the cell cycle. It is now clear that
proteolysis is a significant force that imposes the required checks and balances on this engine.During G1, Cdk1 and
Cdk2 need to be idle to avoid premature DNA synthesis and mitosis (see figure,panel a). Starting at the G1–S checkpoint
— the point at which DNA replication and centrosome duplication begins — Cdk2 markedly increases its activity (see
figure,panel b). The activity of Cdk2, and therefore the phosphorylation of its substrates,builds to a peak through the
DNA-synthesis and centrosome-duplication phase into G2, at which point the activity of Cdk2 is attenuated again. The
coincidence of peaking Cdk2 activity and peaking activity of the DNA-replication and centrosome-duplication
machinery indicates that Cdk2 somehow releases and maintains the nuclear environment that is necessary for the
synthetic machinery to function. Although Cdk2 seems to be the optimal agent for this purpose, it is not absolutely
required. Low Cdk1 activity and/or the action of other CDKs contribute to these processes, and can accomplish them in
the absence of Cdk2, at least under normal cellular conditions3.

At around the same time that Cdk2 activity attenuates in G2, Cdk1 markedly increases its activity,building the unique
mitotic cellular environment of its phosphorylated downstream substrates (see figure,panel c). Anaphase is sharply
demarcated by a sudden decline of Cdk1 activity, and both Cdk1 and Cdk2 are maintained in their inactive states until
the next G1–S transition (see figure,panel d). See main text for more details. X? represents an unknown factor (see main
text). Blue boxes signify activated forms of the respective proteins. APC/C, anaphase-promoting complex/cyclosome;
Cdc25a, cell-division cycle-25a; Emi1, early mitotic inhibitor-1; SCF, Skp1–Cul1–F-box-protein; Skp, S-phase-kinase-
associated protein.
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induced degradation of the Cdk1 inhibitor Wee1 (REF. 51).
Notably, this is also the point at which Tome1 — an
antagonist of Wee1 that contains an F-box-like domain
— appears, further promoting Cdk1 activity52.

Mitosis. In late mitosis,both CDKs are attenuated. The
block on APC/C is removed by yet another activity of
SCFβ-Trcp — the ubiquitin-mediated degradation of
Emi1 (REFS 53,54). APC/CCdc20 is therefore released and, in
addition to its anaphase-promoting induction of the
degradation of securin, actively induces the degradation
of cyclins A and B, thereby quenching Cdk1 activity
(BOX 3 figure, part d). Interestingly, Cdk1 activates
APC/CCdc20 by phosphorylating several APC/C subunits,
thereby contributing to its own attenuation30.

might emerge periodically in vivo without the need for
an initiating factor.

G2–M transition. Interpreting the states of CDK activity
at the G2–M transition through the E3 ligases that con-
trol them is similarly revealing (BOX 3 figure, part c).
Cdk2 attenuation is now maintained by SCFFbw7-medi-
ated degradation of its necessary partner cyclin E
(REFS 48–50), although some Cdk2 activity probably
remains thanks to the presence of cyclin A. Cdk1 activity
is now maintained by the continued inhibition of
APC/CCdh1, as well as APC/CCdc20,by Emi1; and by the
renewed availability of Cdc25a because SCFβ-Trcp actively
degrades it only in S and G2 phase. SCFβ-Trcp continues
to have a role in this phase, however, through its

APC/CCDC20

According to the convention for
multi-subunit E3 ligases, the
presumed activator, or substrate-
targeting, subunit is shown in
superscript text. So, the E3 ligase
that is formed by the APC/C
subunits and Cdc20 is written as
shown, and the SCF ligase
formed by Skp1, Cul1, Roc1 and
the F-box protein Skp2 is known
as SCFSkp2.

Box 3 | CDK activity profiles

Cyclin-dependent kinases (CDKs) represent both the engine and the pacemaker of the cell cycle. It is now clear that
proteolysis is a significant force that imposes the required checks and balances on this engine.During G1, Cdk1 and
Cdk2 need to be idle to avoid premature DNA synthesis and mitosis (see figure,panel a). Starting at the G1–S checkpoint
— the point at which DNA replication and centrosome duplication begins — Cdk2 markedly increases its activity (see
figure,panel b). The activity of Cdk2, and therefore the phosphorylation of its substrates,builds to a peak through the
DNA-synthesis and centrosome-duplication phase into G2, at which point the activity of Cdk2 is attenuated again. The
coincidence of peaking Cdk2 activity and peaking activity of the DNA-replication and centrosome-duplication
machinery indicates that Cdk2 somehow releases and maintains the nuclear environment that is necessary for the
synthetic machinery to function. Although Cdk2 seems to be the optimal agent for this purpose, it is not absolutely
required. Low Cdk1 activity and/or the action of other CDKs contribute to these processes, and can accomplish them in
the absence of Cdk2, at least under normal cellular conditions3.

At around the same time that Cdk2 activity attenuates in G2, Cdk1 markedly increases its activity,building the unique
mitotic cellular environment of its phosphorylated downstream substrates (see figure,panel c). Anaphase is sharply
demarcated by a sudden decline of Cdk1 activity, and both Cdk1 and Cdk2 are maintained in their inactive states until
the next G1–S transition (see figure,panel d). See main text for more details. X? represents an unknown factor (see main
text). Blue boxes signify activated forms of the respective proteins. APC/C, anaphase-promoting complex/cyclosome;
Cdc25a, cell-division cycle-25a; Emi1, early mitotic inhibitor-1; SCF, Skp1–Cul1–F-box-protein; Skp, S-phase-kinase-
associated protein.
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La! proteína! Fbxw7! puede! dimerizar! a! través! de! su! dominio! D.! La!
presencia! de! dos! dominios! WD40! permite! la! unión! simultánea! de! dos!
fosfodegrones! que! pueden! estar! localizados! en! la! misma! proteína,! como!
ocurre! en! el! caso! de! la! Ciclina! E! (Welcker! &! Clurman,! 2007).! Además,! la!
dimerización! promueve! la! degradación! del! sustrato! ya! que! amplia! el!
número!de!residuos!de!lisina!del!sustrato!susceptibles!de!ser!ubicuitinados!
(Davis!et!al.,!2014)!!

La!mayoría!de! los! sustratos!de!Fbxw7! son!oncogenes! implicados! en!
un!amplio!rango!de!cánceres!humanos!entre!los!que!se!encuentran!la!Ciclina!
E,!cMyc,!Notch,!cJun,!mTOR!o!Aurora!A.!Fbxw7!es,!por!tanto,!un!supresor!
tumoral! y! se! han! encontrado! mutaciones! en! varias! neoplasias! humanas!
incluyendo! cáncer! de! colon,! estómago,! colangiocarcinoma! y! leucemia!
linfoblástica!aguda!de!células!T!(Akhoondi!et!al.,!2007;!Welcker!&!Clurman,!
2008).! Entre! las! mutaciones! más! frecuentes! se! encuentran! aquellas! que!
afectan! a! los! residuos! de! arginina! implicados! en! el! establecimiento! de! las!
interacciones!con!el!fosfodegrón!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!Fbxw7.!Otro!mecanismo!de!inactivación!de!Fbxw7!descrito!en!
cánceres! humanos! incluye! la! acción! de! varios! miARNs! oncogénicos! que!
suprimen!la!expresión!de!Fbxw7!(Wang!et!al.,!2014).!!

4. El%complejo%transcripcional%APa1%

4.1. Miembros%del%complejo%transcripcional%APa1%

El! complejo! transcripcional! APc1! está! compuesto! por! distintas!
combinaciones! de! dímeros! formados! por! factores! de! transcripción! que!
contienen! en! su! estructura! el!motivo! de! cremallera! de! leucina! (bZIP).! Los!
componentes! del! complejo! APc1! más! conocidos! son! los! miembros! de! la!
familias!Jun!(cJun,!JunB!y!JunD)!y!Fos!(cFos,!FosB,!Fra1!y!Fra2),!los!cuales!se!
unen!al!ADN!mediante!un!motivo!básico!de!unión!a!ADN.!Miembros!de!las!
familias!ATF!(ATF2,!ATF3!y!BcATF),!MAF!(vcMaf,!ccMaf,!MafB,!MafF,!MafG,!
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MafK!y!Nrl)!y!las!parejas!de!dimerización!de!Jun!(JDP1!y!JDP2)!son!también!
parte! del! complejo! transcripcional! APc1! (Jochum! et! al.,! 2001;! Shaulian! &!
Karin,!2001).!

4.2. Regulación%de%la%actividad%APa1%

La!actividad!de! los!diferentes!miembros!del! complejo! transcripcional!APc1!
depende! del! contexto! celular! en! el! que! se! expresen.! Pueden! tanto! activar!
como! reprimir! la! transcripción!de! sus!genes!diana!y! entre! los!mecanismos!
que! afectan! a! su! actividad! se! incluye! su! regulación! transcripcional! y!postc
traduccional,! la! dimerización! selectiva! entre! los! diferentes!miembros! y! las!
interacciones!con!otras!proteínas!reguladoras!(Chinenov!&!Kerppola,!2001).!

4.2.1. Regulación%transcripcional%y%postatraduccional%

La!transcripción!de!los!miembros!de!la!familia!APc1!es!inducida!de!manera!
rápida! y! transitoria! por! diferentes! estímulos! tales! como! factores! de!
crecimiento,! citoquinas! inflamatorias! o! estreses! genotóxicos! como! la!
radiación!UV,!que!desencadenan!la!activación!de!las!MAPKs!de!las!familias!
JNK,! ERK1/2! o! p38.! Las! MAPKs! fosforilan! diferentes! factores! de!
transcripción! que! activan! la! expresión! de! los! distintos! miembros! APc1!
aumentando,! por! tanto,! el! numero! de! complejos! APc1! y! afectando,! como!
consecuencia,!la!transcripción!de!los!genes!diana!de!APc1!(Eferl!&!Wagner,!
2003;!Shaulian!&!Karin,!2002).!

Además!de! inducir! su!expresión! transcripcional,! las!MAPKs!pueden!
fosforilar! directamente! a! los! miembros! APc1! 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! más!
controvertida.!Posee!un!sitio!de!unión!para!JNK!pero!carece!de!los!residuos!
de!serina!aceptores!e!inicialmente!se!descartó!que!fuera!fosforilado!por!esta!
quinasa! (Kallunki!et!al.,!1996).!Sin!embargo,!un!estudio!posterior! (Li!et!al.,!
1999)!mostró!que!JNK!sí!fosforila!a!JunB!en!las!treoninas!102!y!104!afectando!
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a! su! habilidad! para! controlar! la! expresión! de! ILc4! en! células! T! (Eferl! &!
Wagner,!2003;!Shaulian,!2010).!

La!actividad!de!los!miembros!de!la!familia!APc1!también!puede!verse!
afectada!por!otras!modificaciones!postctraduccionales!como!ubicuitinación!o!
sumoilación.!JunB,!por!ejemplo,!es!sumoilado!en!células!T!lo!que!regula!su!
habilidad! para! inducir! la! expresión! génica! de! determinadas! citoquinas!
(Garaude!et!al.,!2008).!

4.2.2. Composición%del%dímero%formado%

Los!componentes!del!complejo!transcripcional!APc1!poseen!en!su!estructura!
proteica! dos! importantes! dominios! estructurales:! un! dominio! de! unión! al!
ADN!y!un!dominio!de! cremallera!de! leucina.!La!dimerización! a! través!de!
este!último!es!esencial!para!que!se!produzca!la!unión!al!ADN.!Gracias!a!ella!
se!produce!el!solapamiento!entre!las!dos!regiones!básicas!de!unión!al!ADN!
formándose!una!superficie!continua!de!contacto!con!el!ADN!en!la!que!cada!
monómero! interacciona! con! unos! residuos! específicos! del!ADN! (Figura! 9)!
(Chinenov!&!Kerppola,!2001;!van!Dam!&!Castellazzi,!2001).!!

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

Los! diferentes! miembros! APc1! pueden! formar! tanto! homodímeros!
como! heterodímeros! transcripcionalmente! activos,! a! excepción! de! los!
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miembros!de! la! familia!Fos!que! sólo! son!capaces!de! formar!heterodímeros!
con! otros! miembros! APc1.! Las! afinidades! de! unión! al! ADN! y! las!
capacidades! de! transactivación! varían! considerablemente! entre! los!
diferentes!miembros!APc1.!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!dimerización!con!JunB!lo!atenúa.!
Además,!diferentes!dímeros!APc1!pueden!actuar!antagonistamente!sobre!la!
expresión!de!un!mismo!gen!(Bakiri!et!al.,!2000;!Jochum!et!al.,!2001;!Shaulian!
&!Karin,!2001).!!

Los!dímeros!APc1!se!unen!al!ADN!a!través!de!elementos!de!respuesta!
a!TPA!(12cOctetradecanoilforbolc13cacetato),!conocidos!como!motivos!TREs!
(5’cTGAG/CTCAc3’),!y!de!elementos!de!respuesta!a!cAMP,!o!motivos!CREs!
(5’cTGAGCTCAc3’),!que!se!encuentran!en!un!amplio!rango!de!promotores!y!
regiones!reguladoras!del!ADN.!Los!dímeros!formados!por!Jun!y!Fos!se!unen!
con!una!afinidad!ligeramente!superior!a!la!secuencia!de!reconocimiento!APc
1/TRE!frente!a! la!secuencia!APc1/CRE.!Sin!embargo,!su!heterodimerización!
con! miembros! ATF! suele! dirigirlos! preferentemente! a! secuencias! CRE!
(Chinenov!&!Kerppola,!2001;!Shaulian!&!Karin,!2001).!

4.2.3. Unión%a%otras%proteínas%

Los! factores! de! transcripción! APc1! también! pueden! interaccionar! con!
coactivadores!transcripcionales!que!no!se!unen!directamente!al!ADN!y!con!
otras!proteínas!de!unión!al!ADN!no!relacionadas!estructuralmente!con!ellas.!
Entre! estas! últimas! se! encuentran! varios! factores! de! transcripción! como!
NFAT,! ETS! y! SMAD! que! pueden! activar! o! reprimir! la! transcripción! en!
conjunción! con! las! proteínas! APc1! mediante! la! unión! a! elementos!
reguladores! adyacentes! a! los! sitios! APc1.! Los! complejos! multiproteicos!
formados!son!más!estables!que! los!complejos! formados!por! los! factores!de!
transcripción!individuales!en!sus!correspondientes!sitios!de!reconocimiento.!
Su! interacción! puede! dirigir! a! los! componentes! APc1! a! secuencias!
promotoras! que! solo! ligeramente! se! parecen! a! los!motivos! consenso!APc1!
fomentando! la! unión! a! elementos! reguladores! a! los! que! las! proteínas!
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individuales!no!se!unen.!(Chinenov!&!Kerppola,!2001;!MechtacGrigoriou!et!
al.,!2001)!!

4.3. Funciones%fisiológicas%de%APa1.%Implicación%en%cáncer%

El! complejo! transcripcional! APc1! convierte! las! señales! extracelulares! en!
cambios!de!expresión!de!genes!diana!específicos!que!poseen!sitios!de!unión!
APc1!en!su!promotor!o!en!regiones!reguladoras.!Sus!efectos!son!variables!y!
dependientes! tanto! del! contexto! celular! como! de! los! miembros! APc1!
implicados.!Puesto!que!los!motivos!APc1!están!presentes!en!un!gran!número!
de! genes,! APc1! regula! numerosos! procesos! celulares! fundamentales!
incluyendo! proliferación,! diferenciación,! respuesta! inmune,! apoptosis! y!
respuesta! a! estrés,! y! es! esencial! para! numerosas! funciones! fisiológicas! a!
nivel! de! todo! el! organismo.! APc1! está! implicado! en! diversas! patologías,!
notablemente! en! cáncer! debido! a! sus! múltiples! efectos! sobre! el! destino!
celular!(Eferl!&!Wagner,!2003;!Piechaczyk!&!Farras,!2008;!Shaulian!&!Karin,!
2002).!!!

El!papel!de!APc1!en!la!proliferación!celular!se!sugirió!inicialmente!en!
base! a! la! observación! de! que! su! actividad! está! inducida! por! estimulación!
mitogénica! y! que! las! diferentes! proteínas! Fos! y! Jun! tienen! patrones! de!
expresión!diferentes!durante!la!progresión!por!el!ciclo!celular!(Jochum!et!al.,!
2001).!Actualmente,!se!han!identificado!diferentes!genes!diana!de!APc1!que!
relacionan! directamente! la! expresión! de! APc1! con! la!maquinaria! del! ciclo!
celular! y! se!ha!observado!que! los!diferentes!miembros!APc1!pueden! tener!
funciones! opuestas! en! la! regulación! de! la! proliferación! celular! (Lopezc
Bergami!et!al.,!2009;!Shaulian,!2010).!Además!de!su!habilidad!para!regular!la!
proliferación! celular! y! la! supervivencia,! las!proteínas!APc1! son! capaces!de!
modular! la! matriz! extracelular! afectando,! por! tanto,! la! invasividad! y! las!
capacidades!metastáticas!del!tumor!(Eferl!&!Wagner,!2003)!y!contribuyen!a!
la! angiogénesis! aumentando! la!habilidad!de! los! tumores!de!adaptarse!a! la!
ausencia! de! oxígeno! (Folkman,! 2004;! Laderoute,! 2005).! Además,! la!
capacidad! del! complejo! transcripcional! APc1! para! regular! las! respuestas!
inflamatorias!también!contribuye!al!desarrollo!del!cáncer!(Shaulian,!2010).!



Introducción 
!

 44 

5. Papel%de%JunB%en%la%proliferación%celular%%

5.1. Regulación%de%JunB%durante%el%ciclo%celular%

JunB!se!expresa!en!numerosos!tipos!celulares!y!su!abundancia!varía!durante!
la!progresión!del!ciclo!celular.!La!expresión!de!JunB!en!células!quiescentes!
es! muy! baja.! Sin! embargo,! aumenta! considerablemente! en! respuesta! a! la!
estimulación! mitogénica! alcanzando! un! máximo! de! expresión! durante! la!
transición! G0/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! caída! en! la! transición!G2/M! (Figura!
10)! (Kovary! &! Bravo,! 1991;! Lallemand! et! al.,! 1997;! Piechaczyk! &! Farras,!
2008).!!

!
Figura 10: Variación de los niveles de JunB durante el ciclo celular. Adaptado de 
(Piechaczyk & Farras, 2008). 

La! regulación! 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!disminución!de!
los! niveles! de! JunB! en! la! transición! G2/M! es! debida! a! su! degradación!
mediada!por!el!sistema!ubicuitinacproteasoma!(PerezcBenavente!et!al.,!2013).!
El! mecanismo! molecular! encargado! de! su! regulación! ha! sido! objeto! de!
estudio!de!esta!tesis!doctoral.!

!

G0          G1             S                   G2    M            G1               S                     G2      M  

JunB  



Introducción 
 

 45 

5.2. JunB:%oncogén%o%supresor%tumoral%

Varios! estudios! sugieren! que! JunB! es! un! regulador! negativo! de! la!
proliferación!celular.!A!diferencia!de!cJun!cuya!sobreexpresión!es!suficiente!
para! la! transformación! de! fibroblastos! murinos! inmortalizados,! la!
sobreexpresión!de!JunB!no!solo!no!transforma!estas!células!sino!que!inhibe!
la! transformación! mediada! por! cJun! (Schutte! et! al.,! 1989).! Además,!
fibroblastos! embrionarios! derivados! de! ratón! transgénico! donde! JunB! está!
sobrexpresado! muestran! una! reducción! significativa! de! la! transformación!
mediada! por! vcras! o! vcsrc.! Estas! células! presentan! defectos! en! la!
proliferación!debido!a! la! extensión!de! la! fase!G1.!La!acumulación!de! JunB!
induce! la! expresión! del! inhibidor! de! quinasas! dependientes! de! ciclinas!
p16INK4a! que! inhibe! la! actividad! quinasa! del! complejo! CDK4/6cCiclina! D1!
resultando! en! una! fosforilación! reducida! de! pRb! y,! por! tanto,! en! una!
progresión! retardada! de! la! fase! G1! a! S! (Passegue! &! Wagner,! 2000).! La!
sobreexpresión! de! JunB! parece,! además,! tener! un! efecto! antagónico! en! la!
inducción!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! expresión! estaba! silenciada! en! las!
células! mieloides.! La! consecuencia! observada! fue! el! desarrollo! de! una!
leucemia!mieloide!progresiva! con!un! incremento!en! la!proliferación!de! las!
células! granulocíticas!progenitoras! (Passegue! et! al.,! 2001).! En! línea! con! los!
resultados! obtenidos! en! los! modelos! experimentales! de! ratón,! se! ha!
observado! la! inactivación! de! la! expresión! de! JunB! por! metilación! de! su!
promotor!en!pacientes!con!leucemia!mieloide!crónica!(Yang!et!al.,!2003)!y!la!
disminución! de! su! expresión! en! pacientes! con! leucemia! mielode! aguda!
(Dorsam!et!al.,!2004;!Steidl!et!al.,!2006).!Además,!JunB!regula!negativamente!
la! proliferación! de! células! madre! hematopoyéticas! sugiriendo! que! los!
procesos! oncogénicos! que! conducen! a! tumores! mieloides! comienzan! en!
estas!células!(Passegue!et!al.,!2004).!!
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Sin! embargo,! JunB! muestra! también! actividad! promotora! del!
crecimiento! celular.! La! expresión! 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! ratón!
(BossycWetzel!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! expresión! de! la! interleuquinac4! y! conduce! a! la!
diferenciación! de! linfocitos! T! helper! (Li! et! al.,! 1999).! Notablemente,! la!
expresión!de! JunB! es! necesaria!para! la! adecuada!progresión!de! las! células!
por!la!fase!S!del!ciclo!celular!ya!que!activa!transcripcionalmente!a!la!Ciclina!
A2! (Andrecht! et! al.,! 2002).! En! línea! con! esta! actividad! promotora! de! la!
división! celular,! JunB! está! sobreexpresado! en! algunos! cánceres! humanos!
contribuyendo! al! desarrollo! neoplásico,! concretamente! en! linfoma!
anaplásico! de! células! grandes! (LACG)! y! ciertos! linfomas! de! Hodgkin!
(Mathas!et!al.,!2002;!Rassidakis!et!al.,!2005)!y!también!en!cáncer!de!pecho!y!
de!estómago!(KharmancBiz!et!al.,!2013;!Lee!&!Kim,!2012).!!

La! implicación!de! JunB!en!cáncer!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!transcripción!en!la!promoción!de!
la!división!celular.!

!
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 p16INK4α 
al que activa y la Ciclina D1 sobre la que ejerce una acción negativa. Es por ello que a 
JunB se le ha atribuido un papel como inhibidor de la proliferación. 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 división celular. Adaptado de 
(Piechaczyk & Farras, 2008). 
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6. Linfoma%anaplásico%de%células%grandes%%

6.1. Características%generales%de%LACG%

El! linfoma!anáplasico!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!núcleos!polilobulados!que!expresan!de!manera!
constante! el! receptor! CD30.! Representa! alrededor! del! 3%! de! todos! los!
linfomas! no! Hodgkin! en! adultos! y! el! 10c15%! de! los! linfomas! en! niños! y!
aproximadamente!la!mitad!de!ellos!expresa!de!manera!aberrante!la!proteína!
quinasa!ALK!debido!a!traslocaciones!cromosómicas!que!implican!al!locus!de!
ALK# (Medeiros! &! ElenitobacJohnson,! 2007).! De! ellas,! la! más! común! es!
t(2;5)(p23;q35)!que!fusiona!el!gen!de!la!nucleofosmina!(NPM)!con!el!de!ALK!
dando! lugar! a! la! proteína! quimérica! NPMcALK! que! combina! el! dominio!
catalítico!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!está!normalmente!silenciado!en!las!células!linfoides.!
Sin! embargo,! a! consecuencia! de! la! traslocación! cromosómica! se! sitúa! bajo!
regulación!del!promotor!fuerte!del!gen!de!NPM!que!es!expresado!de!forma!
ubicua.!La!proteína!de!fusión!resultante!dimeriza!gracias!a!la!presencia!del!
dominio!de!oligomerización!de!NPM!lo!que!da!lugar!a! la!autofosforilación!
de!AKT!y!a!su!activación!constitutiva!(Amin!&!Lai,!2007;!Palmer!et!al.,!2009).!

6.2. Mecanismos%por%los%que%NPMaALK%media%el%desarrollo%tumoral%

La!oncoproteína!NPMcALK!promueve!el!desarrollo! tumoral! a! través!de! la!
interacción! con! numerosas! moléculas! que! conducen! a! la! activación! de!
diversas!rutas!de!señalización!como!son!JAK/STAT,!PI3K/AKT!y!MEK/ERK!
dando!lugar!a!una!proliferación!celular!incrementada!y!a!la!inhibición!de!la!
apoptosis! (Amin! &! Lai,! 2007;! Chiarle! et! al.,! 2008).! Algunos! de! los!
mecanismos! descritos! hasta! la! fecha! mediados! por! estas! rutas! de!
señalización! en! LACG! ALK+! y! que! contribuyen! a! la! proliferación! y! la!
supervivencia!celular!se!muestran!en!la!Figura!12.!!
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!
Figura 12: Esquema de las principales rutas de señalización activadas por la 
oncoproteína de fusión NPM-ALK en LACG ALK+. La activación constitutiva de ALK 
conduce a la activación de varias rutas de señalización que promueven la proliferación 
celular y la supervivencia. Modificado a partir de (Piccaluga et al., 2010).  

6.2.1. Ruta%de%señalización%JAK/STAT%en%LACG%ALK+%%

Los!factores!de!transcripción!de!la!familia!STAT!se!activan!por!fosforilación!
mediada! por! tirosina! quinasas,! lo! que! favorece! su! dimerización! y! su!
traslocación! al! núcleo!donde! activan! la! transcripción!de! numerosos! genes.!
Una! de! las! familias! de! tirosina! quinasas! que! fosforila! a! los! factores! de!
transcripción!STAT!son!las!quinasas!Janus!(JAK)!que!se!unen!a!receptores!de!
citoquinas! y! se! activan!mediante! su! autofosforilación! en! residuos! tirosina.!
Además! de! la! familia! JAK,! los! factores! de! transcripción! STAT! también!
pueden! activarse!mediante! su! interacción! con! receptores! tirosina! quinasa,!
tales!como!los!receptores!de!factores!de!crecimiento!derivados!de!plaquetas!
(PDGF)! y! los! epidérmicos! (EGF),! o! por! la! acción! de! ! tirosinas! quinasa!
citoplasmáticas,!tales!como!Src!y!Abl!(Levy!&!Darnell,!2002).!

STAT3! está! constitutivamente! activo! en! LACG! ALK+.! NPMcALK!
media!esta!activación!de!forma!directa!a!través!de!su!unión!y!fosforilación!a!
STAT3! y! de! forma! indirecta! al! unirse! a! JAK3! promoviendo! su!
autofosforilación.!Además,!la!expresión!de!la!fosfatasa!Shp1!que!modula!la!
señalización!JAK/STAT!vía!su!unión!a!JAK!y!la!desfosforilación!de!residuos!

4 Advances in Hematology

Table 1: Main translocation involving ALK recorded in anaplastic large cell lymphoma.

Chromosomal translocation Partner gene Fusion gene Frequency (5) ALK IHC detection

t(2;5)(p23;q35) NPM1 NPM1/ALK 75–80 Cytoplasmic/nuclear
t(1;2)(q25;p23) TMP3 TMP3/ALK 12–18 Cytoplasmic
inv(2) ATIC ATIC/ALK 2 Cytoplasmic
t(2;3)(p23;q21) TGF TGF/ALK 2 Cytoplasmic
t(2;17)(p23;q23) CLTL CLTL/ALK 2 Cytoplasmic
t(2;17)(p23;q25) ALO17 ALO17/ALK <1 Cytoplasmic
t(2;19)(p23;p13) TPM4 TPM4/ALK <1 Cytoplasmic
t(2;22)(p23;q11.2) MYH9 MYH9/ALK <1 Cytoplasmic
t(2;X)(p23;q11-12) MSN MSN/ALK <1 Membranous

NPM1: nucleophosmin; ALK: anaplastic lymphoma kinase; TPM3: tropomyosin 3; ATIC: 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltrans-
ferase/IMP cyclohydrolase; TGF: TRK-fused gene; CLTL: Clathrin heavy chainlike 1; ALO17: ALK lymphoma oligomerization partner on chromosome 17;
TPM4: tropomyosin 4; MYH9: Nonmuscle myosin heavy chain; MSN: moesin; IHC: immunohistochemistry.
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Figure 2: Schematic representation of ALK signalling. In particular, ALK signalling promotes tumor cell proliferation and survival via
STAT3, RAS/ERK, and AKT/mTOR pathways. Noteworthy, the blockage of the signalling was demonstrated to have significant antitumor
activity in experimental models of ALK+ ALCL.

and nonlymphoid neoplasms that have nothing in common
with ALCL [38]. In particular, it can occur—more often
at the cytoplasmic level—in B-plasmablastic lymphomas
bearing a distinctive phenotype (ALK+, CD138+, EMA+,
IgA+/−, Bcl-2 protein+/−, CD4−/+, CD57−/+, CD20−, CD3−,
and CD30−): like ALCL, these tumors do also carry cyto-
genetic abnormalities involving the ALK gene [38]. Among
nonhaematopoietic neoplasms, ALK positivity is found in
inflammatory myofibroblastic tumour (IMT) and some
neuroblastomas and rhabdomyosarcomas and carcinomas
[39, 40]. Interestingly, it has been shown that ALK has
immunogenic properties, thus causing the production of
antibodies that can be easily detected in the serum and
might be relevant to the relatively good prognosis of ALK+

ALCL [41]. These immunogenic properties should be taken

into account for two additional reasons: (1) they might
be employed for vaccination strategies [42] and (2) they
might cause extensive tumor destruction, hypocellularity,
and oedema of the affected nodes, thus mimicking an
inflammatory lesion [43]. Notably, ALK expression is felt
to play a relevant role in the process of lymphomagenesis,
as suggested by experimental data [44–46]. In this respect,
experimental and in vivo studies have provided evidence that
the chimeric protein NPM/ALK secondary to t(2;5) causes
profound deregulation of cell kinetics. In fact, it determines
phosphorylation of JAK3 and/or direct STAT3 activation:
the later induces expression of TIMP1 and Bcl-XL and Bcl-
A2 that in turn with increased activated caspase-3 levels
contributes to the activation of the antiapoptotic pathway
[46] (Figure 2). In addition, the NPM/ALK chimeric protein

PI3K 

JunB 
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clave!de!tirosina!está!disminuida,!contribuyendo!a! la!activación!de!STAT3.!
Este! factor! de! transcripción! ejerce! sus! efectos! biológicos! en! LACG! ALK+!
regulando!positivamente!la!expresión!de!múltiples!genes!que!promueven!la!
proliferación! y! la! supervivencia! celular.! Además! de! JAK3/STAT3,!
JAK2/STAT5! también! parece! estar! constitutivamente! activada! por! NPMc
ALK!contribuyendo!a!la!proliferación!celular!(Amin!&!Lai,!2007;!Chiarle!et!
al.,!2008;!Pearson!et!al.,!2012).!

6.2.2. Ruta%de%señalización%PI3K/AKT%en%LACG%ALK+%%

La!ruta!PI3K/AKT!regula!una!amplia!variedad!de!procesos!celulares!críticos!
para!la!tumorigénesis!incuyendo!proliferación,!supervivencia,!crecimiento!y!
movilidad.! La! quinasa! PI3K! está! compuesta! por! una! subunidad! catalítica!
(p110)!y!una!reguladora!(p85).!NPMcALK!se!une!y!activa!PI3K!a!través!de!
su! subunidad! reguladora!p85! en! células!LACG!ALK+! lo! que! conduce! a! la!
fosforilación! de! sus! efectores! AKT1/AKT2.! AKT! ejerce! un! efecto!
antiapoptótico!secuestrando!la!proteína!proapotótica!Bad.!Previene!además!
la! localización! nuclear! del!miembro! FOXO3A! de! la! familia! de! factores! de!
transcripción! Forkhead! lo! que! conduce! a! la! inhibición! de! su! actividad!
transcripcional.!Esto!resulta!en!un!aumento!de! la!expresión!de!Ciclina!D!y!
una!disminución!de!p27!y!de!BIM!favoreciendo!la!supervivencia!celular!y!la!
progresión! por! el! ciclo! celular.! PI3K/AKT! contribuye! junto! a! la! ruta!
MEK/ERK!a!la!activación!de!mTOR!en!LACG!favoreciendo!la!supervivencia!
celular.! mTOR! fosforila! las! proteínas! p70S6K! y! S6RP! que! estimulan! la!
traducción! de! proteínas! y! la! biogénesis! de! ribosomas,! estimulando! el!
crecimiento! celular.! Fosforila! también! a! la! proteína! de! unión! del! factor!
eucariótico!de! iniciación!4E,!EIF4EBP1,! lo!que!conduce!a! su!disociación!de!
EIF4E! promoviendo! la! traducción! de! mARNs! dependiente! de! caperuza!
(Amin!&!Lai,!2007;!Chiarle!et!al.,!2008;!Pearson!et!al.,!2012).!!

6.2.3. Ruta%de%señalización%MEK/ERK%en%LACG%ALK+%%

La! señalización! mediada! por! las! quinasas! ERK1/ERK2! promueve!
proliferación,! supervivencia! celular,! diferenciación! y! migración.! 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! activación! de! la!
GTPasa!Ras.!Ras!activa!a!Rafc1!que!a!su!vez!activa!las!quinasas!MEK1/2!que!
finalmente! fosforilan! y! activan! ERK1/ERK2.! La! activación! de! Ras! por!
tirosinas! quinasas! es! mediada! vía! proteínas! adaptadoras! que! contienen!
dominios!SH2!y!SH3!tales!como!Grb2,!Shc!e!IRSc1,! las!cuales!interaccionan!
con! NPMcALK! en! LACG! ALK+! induciendo! la! activación! de! Ras! y! la!
consecuente!activación!de!ERK1/2!(Amin!&!Lai,!2007;!Pearson!et!al.,!2012).!

Por! otro! lado,! la! fosfolipasa! C! gamma! (PLCcγ)! está! físicamente!
asociada! a! NPMcALK! y! contribuye! a! su! potencial! transformante.! La!
activación! de! PLCcγ! a! través! de! su! interacción! con! receptores! tirosina!
quinasas!conduce!a!la!hidrólisis!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!
liberación!de!calcio!del!retículo!endoplasmático!y!DAG!se!une!y!activa!a!la!
quinasa! PKC! contribuyendo! al! activación! de! ERK1/ERK2.! Dos! principales!
efectores! de! la! señalización! 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! transcripción!de! JunB!está!promovida!por! la! señalización!MEK/ERK!en!
LACG!ALK+.!Las!quinasas!ERK1/ERK2!fosforilan!el!factor!de!transcripción!
Etsc1! que! promueve! la! transcripción! de! JunB.! Además,! la! señalización!
mediada! por! mTOR! estimula! la! traducción! de! JunB! en! estas! células!
contribuyendo!a!su!acumulación!(Staber!et!al.,!2007;!Watanabe!et!al.,!2012).!!

JunB! juega!un!papel! esencial! en! la!patogénesis!de!LACG!en!parte! a!
través!de!la!inducción!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! expresión! se! encuentra!
incrementada! en! otros! tipos! de! linfoma! además! 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!
correlación!entre! los!altos!niveles!de!CD30!y! la!expresión! 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! expresión!de! JunB! a!
través!de!la!ruta!de!señalización!de!la!MAPK!ERK1/2,!contribuyendo!de!esta!
manera!a!mantener!elevados!sus!niveles!de!expresión!(Watanabe!et!al.,!2005).!
Además! de! su! papel! en! la! inducción! de! CD30,! también! se! ha! descrito! un!
papel! de! JunB! como! activador! transcripcional! de! la! serina! proteasa!
citotóxica! Granzima! B! que! podría! 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!
neoplásico!están!poco!caracterizados.!

! !
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%

Objetivos%

%

%
Los!objetivos!planteados!para!esta!tesis!doctoral!fueron!los!siguientes:!

!

1. Caracterización! del! mecanismo! molecular! que! regula! el! recambio!
metabólico!de!JunB!en!la!transición!G2/M!del!ciclo!celular.!

!

2. Identificación!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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%

Metodología%

%

1. Obtención%de%ADNs%

1.1. ADNs%y%plásmidos%

Los!plásmidos!pTRE2,! pIRES2cEGFP!y!pHygr! son!de!Clontech!y!pcDNA3!
de!Invitrogen.!

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

Los! plásmidos! para! la! generación! de! las! líneas! celulares! estables,!
pTRE2cJunBcHAcIREScEGFP! y! pTRE2cS251A/T255A/S259AcJunBcHAcIRESc
EGFP,!se!obtuvieron!por!clonación!de!JunBcHA!y!S251A/T255A/S259AcJunBcHA!
en!pTRE2cIREScEGFP!(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. Transformación%de%bacterias%por%choque%térmico%

La!transformación!de!bacterias!químicamente!competentes!One!Shot!TOP!10!
E.#Coli!(Invitrogen)!se!llevó!a!cabo!por!choque!térmico.!Para!ello!se!introdujo!!
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Tabla%1:%Construcciones%de%ADN%utilizadas%

Construcción 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-Fbxw7αR465A C. Bonne-Andrea (Centre Reserche Biochimie Macromoléculaire) 
Flag-Fbxw7α O. Sangfelt (Karolinska Institutet) 
Myc-GSK3β Addgene  
His6-Ubicuitina M.S. Rodríguez (CIC bioGUNE) 
Flag-Skp2 M. Pagano (Howard Hughes Medical Institute) 

!

el!ADN!en!un!vial!de!células!y!la!mezcla!se!incubó!en!hielo!durante!30!min.!
A! continuación! se! realizó! el! choque! térmico! incubando! las! células! a! 42°C!
durante!45!segundos!seguido!de!2!min!de!incubación!en!hielo.!Se!añadió!1!
ml!de!medio!LB!(10!g/l!de!bactoctriptona,!5!g/l!de!bactocextracto!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!LBcagar!(medio!LB!con!15!g/l!de!bactoc
agar)!conteniendo! los!antibióticos!adecuados!para! la!selección!y!se!dejaron!
crecer!un!mínimo!de!16!h!a!37°C.!

1.3. Purificación%del%ADN%plasmídico%%

El!ADN!plasmídico!utilizado!en!los!experimentos!se!obtuvo!de!los!cultivos!
de!E.#Coli.! Se! aislaron! colonias! de! las! placas! de! LBcagar! y! se! crecieron! en!
medio!LB!selectivo!durante!16!h!a!37°C!y!en!agitación.#

Para! la! identificación! de! transformantes! positivos! se! utilizó! un!
método!de!purificación!de!ADN!plasmídico!a!pequeña!escala.!Las!colonias!
aisladas!de!las!placas!de!LBcagar!se!crecieron!en!3!ml!de!medio!LB!selectivo!
y! se! utilizó! el! kit!High!Pure! Plasmid! Isolation!de!Roche.! La! extracción!de!
ADN!plasmídico! a! gran! escala! se! llevó! a! cabo! con! el! kit!Nucleobond!Xtra!
Maxi!de!MachereycNagel!partiendo!de!250!ml!de!cultivo.!

Ambos!kits!se!basan!en!el!método!alcalino!de!lisis!(Birnboim!&!Doly,!
1979)! y! utilizan! columnas! de! intercambio! aniónico! para! purificar! el! ADN!
plasmídico.!Una!vez!eluido!el!ADN!se!resuspendió!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!tampón!TAE!(40!mM!de!Triscacetato!
y!1!mM!de!EDTA)!con!una!concentración!de!agarosa!!entre!el!1!y!el!2!%!en!
función!del!tamaño!de!los!fragmentos!a!resolver!y!en!presencia!de!0.5!|g/ml!
de!bromuro!de!etidio!para!visualizar!los!fragmentos!de!ADN.!Las!muestras!
se!mezclaron! con! tampón! de! carga! 6x! de! Fermentas! y! la! electroforesis! se!
llevó!a! cabo!a!90!V!en! tampón!TAE.!Se!utilizaron!marcadores!de!ADN!de!
Fermentas! para! estimar! el! tamaño! de! los! fragmentos! y! se! visualizaron! las!
bandas!de!ADN!en!un!transiluminador!de!luz!UV!de!BiocRad.!

2. Cultivo%celular%de%líneas%celulares%de%origen%humano%

Todos! los! medios! de! cultivo,! antibióticos! y! suplementos! utilizados! en! el!
mantenimiento!y!la!generación!de!las!líneas!celulares!fueron!adquiridos!de!
Gibco,! excepto! el!medio!de! cultivo!DMEM!y! el! antibiótico! tetraciclina!que!
son!de! Sigma,! el! suero! bovino! fetal! que! es!de!Hyclone!y! la! higromicina!B!
que!es!de!Invitrogen.!

2.1. Líneas%celulares%%

Las! líneas! celulares! utilizadas! son! de! origen! humano! (Tabla! 2)! y! su!
mantenimiento!se!realizó!a!37°C!en!una!atmósfera!humidificada!con!un!5%!
de!CO2.!Para! su!manipulación! en! condiciones!de! esterilidad! se!utilizó!una!
cabina!de!flujo!laminar!tipo!IIA!de!Telstar.!

Las!células!U2OS,!UTA6,!HeLa!y!HEK293T!se!crecieron!en!medio!de!
cultivo! DMEM! (Dulbecco’s# modified# Eagle’s# medium)! y! las! células! DLD1! y!
DLD1FBXW7d/d! en! medio! McCoy’s! 5A.! Todas! estas! líneas! celulares! crecen!
adheridas!a!la!placa!de!cultivo!y!para!despegarlas!se!utilizó!tripsinacEDTA!
al! 0.05%.! Las! líneas! celulares! Jurkat,! Karpas! 299! y! SUcDHL1! crecen! en!
suspensión! 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:%Líneas%celulares%utilizadas%

Línea celular Tipo celular Procedencia 

U2OS Osteosarcoma 
Cedidas por Veronique Baldin (Centre de 
Recherche de Biochimie Macromoléculaire-
CNRS) 

UTA6 Osteosarcoma  
(clon derivado de U2OS) 

Cedidas por Veronique Baldin (Centre de 
Recherche de Biochimie Macromoléculaire-
CNRS) 

HEK293T Embrionarias de riñón Cedidas por Erwin Knecht (Centro de 
Investigación Príncipe Felipe) 

Hela Adenocarcinoma de cérvix 
Cedidas por Jonathon Pines (The Gurdon 
Institute and Department of Zoology, 
University of Cambridge) 

DLD1 Adenocarcinoma de colon Cedidas por Bert Vogelstein 
(Howard Hughes Medical Institute) 

DLD1FBXW7-/- Adenocarcinoma de colon Cedidas por Bert Vogelstein  
(Howard Hughes Medical Institute) 

Jurkat Leucemia de células T Cedidas por Eloísa Jantus  
(Hospital General de Valencia) 

Karpas 299  Linfoma anaplástico de  
células grandes  

Colección alemana de microorganismos y 
cultivo celular (DSMZ) 

SU-DHL1 Linfoma anaplástico de  
células grandes 

Colección alemana de microorganismos y 
cultivo celular (DSMZ) 

!

fetal,! 100! unidades/ml! de! penicilina! y! 100! |g/ml! de! estreptomicina.! En! el!
caso!de!las!Jurkat!también!se!añadió!Lcglutamina!2mM!al!medio!de!cultivo.!

2.2. Generación%de%líneas%celulares%estables%

Para! generar! líneas! celulares! estables! que! expresen! de! forma! condicional!
JunB! salvaje! (wtcJunB)! o! el! mutante! S251A/T255A/S259AcJunB! se! utilizó! el!
sistema!TetcOff!de!Clontech.!Este!sistema!de!expresión!se!basa!en!la!proteína!
represora! Tet! de! E.# Coli# (TetR)! que,! en! ausencia! de! tetraciclina,! se! une! a!
secuencias!del!operador!tet!(tetO)!bloqueando!la!transcripción!de!genes.!La!
fusión! entre! una! porción! de! TetR# y! la! región! Ccterminal! del! dominio! de!
activación!VP16!del!virus!del!Herpes!simple!convierte!a!tetR!en!un!activador!
transcripcional.!La!proteína!de!fusión!resultante!(tTA)!se!une!en!ausencia!de!
tetraciclina! a! secuencias! TRE! (elemento! de! respuesta! a! tetraciclina)!
constituidas! por! varias! copias! del! operador! tetO,! activándose! así! la!
expresión!del!gen!de!interés!(Figura!13).!
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!
Figura 13: Sistema de expresión condicional Tet-Off. En ausencia de tetraciclina el 
elemento transactivador tTA expresado por el plásmido pTet-Off se une a la secuencia 
TRE del promotor del vector pTRE2 que lleva insertado el gen de interés y activa su 
expresión. Si hay presente tetraciclina, esta se une a tTA impidiendo su unión al promotor 
y, por lo tanto, la expresión del gen de interés. Modificado a partir de www.clontech.com 

Las! líneas! celulares! estables! se! generaron! a! partir! de! células! UTA6!
(Englert! et! al.,! 1995).! Estas! células! son!un! clon! estable!derivado!de! células!
U2OS!que!llevan!el!plásmido!regulador!pTetcOff!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/S259AcJunB,! etiquetadas! ambas! con! el! epítopo!HA,! junto! con! la!
secuencia!IREScEGFP.!Se!generaron!así!vectores!bicistrónicos!en!los!que!un!
solo!promotor!dirige!la!transcripción!de!un!ARN!mensajero!que!se!traducirá!
finalmente!en!dos!proteínas!independientes!(Figura!14).!De!esta!manera,! la!
expresión!de! la!proteína! fluorescente!GFP! sirve!para! identificar! las! células!
que! se! han! transfectado! con! éxito! y! que,! por! tanto,! también! expresarán! la!
proteína!de!interés.!!

Células!UTA6!se!crecieron!en!medio!DMEM!suplementado!con!suero,!
penicilina/estreptomicina!y!con!500!|g/ml!del!antibiótico!geneticina! (G418)!
que! selecciona! las! células! portadoras! del! plásmido! pTetcOff.! Cuando! las!
células!alcanzaron!una!confluencia!del!80%!se!cotransfectaron!con!1!|g!del!
plásmido! pTRE2cJunBcHAcIREScEGFP,! pTRE2cS251A/T255A/S259AcJunBcHAc
IREScEGFP!o!el!plásmido!pTRE2cIREScEGFP!sin!JunB!para!generar!la!línea!
celular! UTA6cControl! y! con! 0.33! |g! del! plásmido! pHygr! que! confiere!
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resistencia!a!higromicina!usando!el!reactivo!de!transfección!FuGENE!HD!de!
Roche! a! una! ratio! ADN:FuGENE! de! 1:3! y! siguiendo! las! instrucciones! del!
fabricante.!La!transfección!se!realizó!en!presencia!de!1!|g/ml!de!tetraciclina!
y! se! utilizó! medio! de! cultivo! OptiMEM! para! preparar! la! mezcla! de!
transfección.!

!
Figura 14: Esquema del vector bicistrónico utilizado. La ORF o pauta abierta de 
lectura de JunB está clonada tras el promotor controlado por tetraciclina y a continuación 
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 
proteínas independientes. Modificado a partir de www.clontech.com. 

Transcurridas!24!h!se!cambió!el!medio!de!cultivo!por!medio!selectivo!
conteniendo,! además!de! 500!|g/ml! de!G418! y! 1!|g/ml! de! tetraciclina,! 150!
|g/ml!de!higromicina!B!y!se!mantuvieron!en!cultivo!durante!varias!semanas.!
La! expresión! de! GFP! en! los! clones! resistentes! se! comprobó! mediante!
microscopía! de! fluorescencia! tras! inducir! las! células! durante! 24! h! en!
ausencia!de!tetraciclina.!

Todos! los! clones! resistentes! de! cada! línea! 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! Citómica! del! CIPF.!
Este! sistema! permite! la! separación! de! las! células! en! función! de! alguna!
característica,! como!puede! ser! la! emisión! fluorescente.! Las! células!pasan! a!
través!de!un!conducto!donde!son!excitadas;!sólo!aquellas!que!expresen!GFP!
emitirán! fluorescencia! lo!que!servirá!de!señal!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!|g/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!
frío!en!la!placa!de!cultivo!y!se!recogieron!en!5!ml!de!PBS!frío!con!ayuda!de!
un!rascador.!Las!células!sedimentaron!tras!centrifugar!5!min!a!200!g!a!4°C!y!
se! eliminó! el! PBS.! En! el! caso! de! las! células! que! crecen! en! suspensión,! se!
recogieron!directamente!del!frasco!de!cultivo,!se!centrifugaron!5!min!a!200!g!
y! se! lavaron! con! PBS! frío.! En! ambos! casos! las! células! se! procesaron!
inmediatamente!o!se!guardaron!a!c80°C!hasta!su!posterior!procesamiento.!

3.1. Tratamientos%farmacológicos%

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

Tabla%3:%Tratamientos%farmacológicos%

Compuesto Efecto Concentración Casa 
comercial 

Cicloheximida Inhibe la síntesis proteica 100 μg/ml Fluka 

Colcemida Interfiere en la organización 
de los microtúbulos 1 μg/ml Sigma 

Inhibidor VIII GSK3β Inhibe la quinasa GSK3β 25 μM Calbiochem 
LYS294002 Inhibe la quinasa PI3K 10-20 nM Cell Signaling 

MG132 Inhibe el proteasoma 30 μM Biomol 

Nocodazol Interfiere en la organización 
de los microtúbulos 40 ng/ml Fluka 

Timidina En exceso inhibe la síntesis 
de desoxinucleótidos 2.5 mM Sigma 

3.2. Sincronización%de%células%

Para! estudiar! los! fenómenos! 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!sincronización!de!células!
puede!conseguirse!mediante!el!uso!de!inhibidores!específicos!que!bloquean!
la! progresión! a! través! de! la! fase! S! o! de! la!mitosis! (Jackman!&!O}Connor,!
2001).!!

!
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3.2.1. Sincronización%en%G1/S%

Para! lograr! la! sincronización!de! las! células! en! la! transición!G1/S! se! suelen!
utilizar!inhibidores!químicos!que!bloquean!la!síntesis!de!ADN.!Entre!ellos!se!
encuentra!la!timidina,!que!en!exceso!inhibe!la!síntesis!de!desoxinucleótidos.!

Para! la! sincronización! en! G1/S! de! células! U2OS! o! de! las! líneas!
celulares!estables!derivadas!del!clon!UTA6!se!realizó!un!doble!bloqueo!con!
timidina.! Se! sembraron! 6x105! células! en! placas! de! 10! cm! de! diámetro! y!
transcurridas!24!h!se!añadió!al!medio!timidina!a!una!concentración!final!de!
2.5!mM.!La!timidina!se!dejó!actuar!24!h,! tiempo!durante!el!cual! las!células!
que!se!hallaban!en!fase!S!quedaron!bloqueadas!y!el!resto!siguió!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!único!
bloqueo!con!timidina!no!es!suficiente!para!obtener!una!buena!sincronización.!
Se! eliminó! la! timidina! del! medio! lavando! las! células! 3! veces! con! medio!
DMEM! y! se! dejó! que! las! células! progresasen! normalmente! por! el! ciclo!
durante!12!h!antes!de!añadir!otra!vez!timidina!a!una!concentración!final!de!
2.5!mM.!Este! tiempo!está!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!habían!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!incubación!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!
liberación!se!produce!eliminando!la!timidina!del!medio!mediante!3!lavados!
con!medio!DMEM!a!37°C.!En!este!momento!también!se!añadió!40!ng/ml!de!
nocodazol!para!evitar!que!las!células!progresasen!más!allá!de!mitosis!ya!que!
el!nocodazol! interfiere!en!la!polimerización!de!microtúbulos!arrestando!las!
células! en! prometafase.! En! el! caso! de! las! líneas! celulares! estables,! la!
sincronización!se!realizó!en!presencia!de!tetraciclina,!que!fue!eliminada!del!
medio!en!este!punto.!
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3.2.2. Sincronización%en%G2/M%

Se!puede!lograr!una!población!enriquecida!en!células!en!la!transición!G2/M!
mediante! la! adición! de! drogas! tales! como! nocodazol! o! colcemida! que!
intervienen!en!la!polimerización!de!los!microtúbulos!provocando!el!bloqueo!
de!las!células!en!mitosis.!

En!el!caso!de!las!líneas!celulares!adherentes,!la!adición!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! sincronización! de! las! células! en! G2/M.!
Además,!el!hecho!de!que! las! células!mitóticas!experimentan!un!cambio!de!
morfología!haciéndose!más!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!líneas!celulares!procedentes!de!leucemia!o!linfoma!el!
tratamiento! con! nocodazol! se! realizó! durante! 24! h! y! debido! a! que! estas!
células!crecen!en!suspensión!no!fue!posible!la!separación!entre!las!células!en!
fase!G2!y!las!mitóticas.!!

3.3. Transfecciones%transitorias%

Las! transfecciones! transitorias! se! realizaron! utilizando! el! reactivo! de!
transfección!FuGENE!HD!de!Roche!a!una!ratio!ADN:FuGENE!de!1:3.!Este!
reactivo!contiene!una!mezcla!de!lípidos!y!otros!componentes!que!forma!un!
complejo!estable!con!el!ADN!facilitando!su!entrada!en!las!células.!

Se! sembraron! 3x105! células! por! pocillo! cuando! los! ensayos! se!
realizaron! en! placas! de! 6! cm! de! diámetro! o! 1.5x106! células! cuando! se!
utilizaron!placas!de!10!cm.!Trascurridas!24!h!se!cambió!el!medio!de!cultivo!
suplementado!con!suero!y!antibióticos!y!se!transfectaron!entre!0.5!y!1!|g!de!
ADN!en! el! caso!de!placas!de! 6! cm!y! entre! 1.5! y! 3!|g!para! los! ensayos! en!
placa! de! 10! cm.! La! mezcla! de! los! ADNs! con! el! reactivo! FuGENE! HD! se!
preparó! en!medio!OptiMEM! y! se! procedió! siguiendo! las! instrucciones! de!
Roche.!Normalmente,!las!células!se!cotransfectaron!con!el!plásmido!pIRESc
EGFP!a!modo!de!control!de!la!transfección.!!
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Cuando!la!transfección!se!realizó!en!alguna!de!las!líneas!celulares!que!
expresan!de! forma!condicional! JunB,!el!medio!de!cultivo! también!contenía!
tetraciclina,! la! cual! se! eliminó! en! el! momento! de! la! transfección! para!
permitir!la!expresión!de!JunB!exógeno.!!

Transcurridas!entre!24!y!48!h!desde! la! transfección!se! recogieron! las!
células! y! se! congelaron! a! c80°C! o! se! utilizaron! inmediatamente! para! su!
análisis.!

3.4. Silenciamiento%génico%mediado%por%ARN%de%interferencia%

La! introducción! de! ARN! pequeño! de! interferencia! (siARN! por! small#
interfering!ARN)! en! las! células! es! una! herramienta! para! silenciar! de! forma!
específica!la!expresión!génica.!Su!acción!se!basa!en!la!complementariedad!de!
secuencia! entre! la! hebra! antisentido! del! siARN! (hebra! guía)! y! el! ARN!
mensajero!(mARN)!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!degradación!(Rana,!2007)!(Figura!15).!

!
Figura 15: Silenciamiento génico mediado por ARN pequeño de interferencia 
(siARN). El oligonucleótido de ARN de secuencia complementaria al mARN diana se 
introduce en la célula por transfección 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! líneas! celulares! adherentes! y! 3x105! células! en! el! caso! de! células! en!
suspensión!24!h!antes!de!la!transfección.!El!siARN!de!interés!se!mezcló!con!
500! |l! de! medio! de! cultivo! OptiMEM! y! con! 10! |l! del! reactivo! de!
transfección! Interferine! de! Polyplus! y! tras! 10! min! de! incubación! a!
temperatura!ambiente!la!mezcla!se!añadió!a!las!células.!Los!oligonucleótidos!
utilizados! vienen! recogidos! en! la!Tabla! 4! y! se!usaron! a!una! concentración!
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!ningún!gen!conocido.!Cuando!la!
disminución!de!la!expresión!del!gen!de!interés!no!resultó!eficiente!se!realizó!
un! doble! silenciamiento,! repitiendo! la! transfección! 16! h! después! de! la!
primera!con!el!fin!de!lograr!un!mejor!silenciamiento.!!

En! los! experimentos! en! poblaciones! celulares! en! crecimiento!
asincrónico! las! células! se! recogieron!48!h!después!de! la! transfección.!En!el!
caso!de!células!sincronizadas!en!G2/M!se!añadió!40!ng/ml!de!nocodazol!al!
medio!transcurridas!24!h!desde!la!transfección!y!se!dejó!actuar!entre!16!y!24!
h!antes!de!recoger!las!células,!bien!todas!juntas!o!bien!separando!las!células!
mitóticas!de!las!adherentes!(mayoritariamente!en!fase!G2).!!

Tabla%4:%Oligonucleótidos%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 
GSK3α s6236 de Ambion 
GSK3β 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!analizó!
la!disminución!de!los!niveles!de!proteína!en!presencia!de!cicloheximida!que!
es!un!inhibidor!de!la!síntesis!proteica.!Células!UTA6!se!cotransfectaron!con!
1! |g! de! JunBcHA! o! sus! mutantes,! 1! |g! de! FlagcFbxw7α! o! Flagc
Fbxw7αR465A!y!0.5!|g!del!plásmido!pIRES2cEGFP!que!sirvió!de!control!de!
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la! transfección.!Transcurridas!24!h!se!añadió!100!|g/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!estudió!la!estabilidad!de!JunB!
en! presencia! del! inbibidor! VIII! de! GSK3β! este! se! añadió! 3! h! antes! de! la!
adición!de!cicloheximida!a!una!concentración!final!de!25!|M.!!

El!análisis!de!los!niveles!de!proteínas!se!realizó!mediante!SDScPAGE!
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%análisis%celular%

4.1. Citometría%de%flujo%

Para! obtener! información! sobre! la! distribución! de! las! células! en! las!
diferentes!fases!del!ciclo!celular!se!empleó!la!citometría!de!flujo.!Esta!técnica!
permite! el! análisis! célula! a! célula! de! diferentes! parámetros,! como! son! el!
tamaño! y! la! complejidad! celular! y,! en! el! caso! de! marcaje! con! algún!
fluorocromo,!la!emisión!fluorescente.!

4.1.1. Análisis%del%contenido%de%ADN%de%las%células%

Debido!a!la!replicación!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!están!en!G1!o!G0!y!las!células!que!están!en!S!van!aumentando!su!
contenido! en! ADN! a! medida! que! la! replicación! avanza.! Por! lo! tanto,! la!
determinación! del! contenido! en! ADN! de! las! células! proporciona!
información! sobre! la! fase! del! ciclo! celular! en! la! que! se! encuentran.! Para!
determinar! el! contenido!de!ADN!de! cada! célula! se! realizó!un!marcaje! con!
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yoduro! de! propidio,! fluorocromo! que! de! forma! estequiométrica! se! une! a!
ADN! o! ARN! intercalándose! entre! sus! bases! y! se! detectó! su! emisión!
fluorescente!por!citometría!de!flujo.!

Las!células!se!tripsinizaron!y!recogieron!en!PBS!y!se!fijaron!con!etanol!
al! 70%! a! c20°C! durante! 1! h! como! mínimo.! A! continuación! se! eliminó! el!
etanol!mediante!dos!lavados!con!PBS!y!las!células!se!resuspendieron!en!500!
|l! de! solución!de!PBS! conteniendo! 50!|g/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!realizó!en!
un!citómetro!de!flujo!FC500!de!Beckman!Coulter.!

4.1.2. Ensayo%de%incorporación%de%EdU%

Un! método! complementario! al! descrito! en! el! apartado! anterior! y! que!
proporciona!una!medida!del!número!de!células!en!fase!S!activa!es!la!medida!
de! la! síntesis! del!ADN.! Esta! se! puede! realizar!mediante! un! ensayo! con! el!
reactivo!EdU!(5cetinilc2’cdesoxiuridina)!(Invitrogen),!nucleósido!análogo!a!la!
timidina!que!se!incorpora!al!ADN!a!medida!que!este!se!va!sintetizando.!Una!
vez!incorporado!su!detección!se!realiza!gracias!a!una!reacción!covalente!tipo!
click!entre!el!grupo!alquino!del!EdU!y!una!azida!conjugada!a!un!fluoróforo.!

Las! células! se! trataron! con!EdU!2!|M!y! se! incubaron!durante! 1! h! a!
37°C.!Se!tripsinizaron!y!recogieron!en!PBS!y!se!fijaron!con!etanol!al!70%!a!c
20°C! durante! 1! h.! Tras! eliminar! el! etanol! lavando! con! PBS! se! añadió! la!
mezcla! de! reacción! preparada! según! las! indicaciones! de! Invitrogen!
conteniendo!la!azida!conjugada!al!fluoróforo!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!|l!de! solución!de!
PBS!conteniendo!4!|g/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! detección!
simultánea!de! la! fluorescencia! emitida!por! el! yoduro!de!propidio!y!por! el!
fluoróforo!Alexa!Fluor!488!se!realizó!en!el!citómetro!de!flujo.!!

!
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4.2. Microscopía%de%fluorescencia%

Se! colocaron! láminas! de! 12!mm!de! diámetro! 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! eliminó! la! tetraciclina! del! medio! de! cultivo! y! la! estimulación! se!
mantuvo!durante! 24!h.! Las! células! adheridas! a! las! láminas! se! lavaron! con!
PBS! frío! y! se! fijaron! con! paracformaldehído! al! 4%! (Electron! Microscopy!
Sciences)!durante!30!min!a!temperatura!ambiente.!Se!lavaron!las!células!con!
PBS! frío!y! se!añadieron!20!|l!del!medio!de!montaje!Vectashield!con!DAPI!
(Vector! Laboratories).! El! DAPI! es! un! fluorocromo! que! se! une! al! ADN! de!
doble!cadena!y!permite!visualizar!los!núcleos!de!las!células.!Las!láminas!se!
colocaron! en! portaobjetos! para! visualizarlas! con! el! microscopio! de!
fluorescencia.!!

4.3. Análisis%citogenéticos%y%FISH%

Estos!experimentos!se!realizaron!en!colaboración!con!el!Dr.!Juan!Luís!García!
del!Centro!de!Investigación!del!Cáncer!en!Salamanca.!

Células! UTA6cControl! y! UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB! crecidas! en!
ausencia! de! tetraciclina! durante! 72! h! o! células! Karpas299! y! SUDHLc1! se!
incubaron!durante!2!h!a!37°C%con!1!|g/ml!de!colcemida,!que!interfiere!en!la!
polimerización!de!los!microtúbulos,!con!el!fin!de!obtener!un!mayor!número!
de! células! metafásicas.! A! continuación! se! lavaron! las! células! con! PBS,! se!
recogieron!(mediante!incubación!con!tripsinacEDTA!en!el!caso!de!las!células!
adherentes)! y! se! centrifugaron! 5!min! a! 200! g.! Se! eliminó! el! sobrenadante!
dejando! unos! 200! |l! para! resuspender! las! células,! se! añadieron! 5! ml! de!
citrato!sódico!al!0.8%!y!las!células!se!incubaron!durante!5!min!a!temperatura!
ambiente.! La! adición!de! una! solución! hipotónica! hincha! las! células! dando!
lugar!a!una!mayor!expansión!de!los!cromosomas!lo!que!facilita!su!posterior!
visualización.! Tras! centrifugar! de! nuevo! 5! min! a! 200! g! y! eliminar! el!
sobrenadante!el!precipitado!se!resuspendió!completamente!antes!de!añadir!
gota!a!gota!5!ml!de!solución!fijadora!compuesta!por!metanol!y!ácido!acético!
glacial!en!proporción!3!a!1.!Se!centrifugó!5!min!a!200!g!y!se!repitió!el!paso!de!
fijación.!Finalmente,! las! células! se! resuspendieron!en!200!|l!de! la! solución!
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fijadora!y!se!dejó!caer!una!gota!de!suspensión!celular!desde!unos!10!cm!de!
altura!sobre!un!portaobjetos!para!microscopio.!El!fijador!se!evaporó!durante!
1!h!a!temperatura!ambiente!y!los!cromosomas!condensados!se!trataron!con!
tinción! de! Wright! que! tiñe! los! cromosomas! con! diferentes! intensidades!
proporcionando! un! patrón! de! bandas! especifíco! conocido! como! bandeocG!
(Moore,! 2001).! Se! capturaron! imágenes! de! las! metafases! utilizando! el!
sistema!CytoVision!de!Applied!Imaging.!

La!técnica!de!hibridación!fluorescente!in#situ!o!FISH!(por!Fluorescence#
in#Situ#Hybridization)! permite! visualizar! regiones! concretas! de! los! distintos!
cromosomas!mediante! la! utilización! de! sondas! de!ADN!marcadas! con! un!
fluoróforo!que!hibridan!con!la!región!cromosómica!de!interés.!Para!marcar!
el! centrómero! del! cromosoma! 7! se! utilizó! la! prueba! CEP! 7! (D7Z1)!
SpectrumGreen! de! Abbott!Molecular! que! hibrida! en! el! locus! 7p11.1cq11.1!
situado! en! el! ADN! satélite! alfa! que! forma! parte! del! centrómero.! La!
hibridación! se! realizó! utilizando! el! sistema! HYbrite! (Abbott! Molecular)!
siguiendo! las! indicaciones! del! fabricante.! Las! láminas! se! montaron! en!
solución! conteniendo! 0.1! |g/ml! de! DAPI! y! se! visualizaron! mediante!
microscopía! confocal.! La! distancia!media! entre! los! centrómeros! se! calculó!
utilizando! el! software! OpenLab! a! una! ampliación! de! 100X.! Para! cada!
experimento!se!contaron!al!menos!100!metafases.!!

5. Análisis%de%expresión%proteica%

5.1. Preparación%de%extractos%proteicos%

En! el! momento! de! la! extracción! proteica! las! células! se! descongelaron! en!
hielo!y!dependiendo!de!la!cantidad!de!células!recogidas!se!añadió!entre!50!y!
150!|l!de!solución!triplex!(50!mM!triscHCl!pH!8,!150!mM!NaCl,!0.01%!SDS,!
1%!Igepal!y!0.5%!desoxicolato!de!sodio)!conteniendo!el!cóctel!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%concentración%de%proteínas%

La!medida!de!la!concentración!de!proteína!en!los!extractos!se!realizó!por!el!
método!de!Bradford!(Bradford,!1976)!que!se!basa!en!el!desplazamiento!del!
máximo!de!absorción!desde!465!nm!a!595!nm!que!experimenta!el!colorante!
Brilliant!Blue!G!al! formar!un!complejo!con!proteínas.!La!absorbancia!a!595!
nm!es!proporcional!a!la!cantidad!de!proteína.!!

Se!mezclaron!200!|l!del!reactivo!de!Bradford!(Sigma)!con!5!|l!de!los!
extractos! diluidos! y! se!midió! la! absorbancia! de! las!muestras! a! 595! nm.! Se!
empleó! una! curva! patrón! con! concentraciones! conocidas! de! BSA! para!
interpolar!las!concentraciones!de!las!muestras.!!!

5.3. Separación%electroforética%de%proteínas%%

La!separación!de!proteínas!en!condiciones!desnaturalizantes!se!llevó!a!cabo!
mediante! electroforesis! vertical! en! geles!de!poliacrilamida! en!presencia!de!
SDS! (SDScPAGE)! según! 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! acrilamidacbisacrilamida! 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!
proteínas! se! concentren! en! la! superficie! del! gel! inferior! y! este! último,!
llamado! gel! de! separación! o! de! resolución,! conteniendo! entre! un! 8! y! un!
12.5%!de!acrilamidacbisacrilamida,!en!función!del!tamaño!de!las!proteínas!a!
resolver,! 0.1%!de! SDS! y! Tris! 375!mM!a! pH! 8.8.! Para! la! polimerización! de!
ambos!geles!se!añadió!a!las!disoluciones!0.1%!de!persulfato!amónico!y!0.1%!
de!TEMED.!!

Antes! de! cargar! las! proteínas! en! el! gel! los! extractos! proteicos! se!
desnaturalizaron! mediante! incubación! a! 95°C! durante! 5! min! en! solución!
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!|g!de!proteína!por!pocillo!y!
se! utilizó! el! marcador! de! proteínas! de! amplio! rango! de! Fermentas! para!
estimar!el!tamaño!de!las!proteínas!separadas.!
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Los!geles!se!corrieron!a!un!voltaje!inicial!de!80!V,!que!se!incrementó!
hasta!los!120!V!una!vez!las!proteínas!penetraron!en!el!gel!separador,!en!una!
solución! conteniendo! 25!mM! Tris,! 192!mM! glicina! y! 0.1%! SDS! utilizando!
tanques!y!fuentes!de!alimentación!de!BiocRad.!!!

5.4. Inmunotransferencia%(Western%blot)%

Las!proteínas!separadas!mediante!SDScPAGE!se!transfirieron!a!membranas!
de!PVDF!(Millipore).!Las!membranas!de!PVDF!son!muy!hidrofóbicas!por!lo!
que!antes!de!su!uso!se!sumergieron!en!metanol!durante!1!min,!enjuagaron!
con!agua!y!equilibraron!en!tampón!de!transferencia!(0.6%!tris!y!0.31%!ácido!
bórico).!La!transferencia!se!llevó!a!cabo!en!medio!líquido!durante!1!h!a!4°C!y!
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! tiñeron! con! solución! de! Ponceau! S! (0.1%! Ponceau! S! y! 1%! ácido!
acético!glacial)!durante!5!min!y!destiñeron!ligeramente!en!H2O!tipo!II.!Para!
eliminar! completamente! el! tinte,! las! membranas! se! sumergieron! en! TBSc
Tween!durante!10!min.!

Las! proteínas! inmovilizadas! en! las! membranas! se! detectaron! con!
anticuerpos!específicos.!Con!el! fin!de!bloquear! las!uniones! inespecíficas!de!
los!anticuerpos!con!la!membrana,!esta!se!incubó!como!mínimo!durante!1!h!
con!solución!de!bloqueo!conteniendo!un!5%!de!leche!en!polvo!o,!en!el!caso!
de! la! detección! de! proteínas! fosforiladas,! un! 5%! del! reactivo! de! bloqueo!
Phosphoblocker! de! Cell! Biolabs! disueltos! en! el! tampón! de! lavado! TBSc
Tween! (20! mM! TriscHCl! pH! 7.5,! 150! mM! NaCl! y! 0.05%! Tweenc20).! A!
continuación! se! realizó! la! incubación! con! el! anticuerpo! primario! (Tabla! 5)!
diluido! en! solución! de! bloqueo! durante! 2! h! a! temperatura! ambiente! o!
durante!16!h!a!4°C.!Se!realizaron!tres!lavados!de!10!min!con!el!tampón!TBSc
Tween! antes! de! proceder! a! la! incubación! durante! 1! h! a! temperatura!
ambiente!con!el!anticuerpo!secundario!apropiado!acoplado!a!peroxidasa!de!
rábano! (HRP),! enzima! que! cataliza! la! oxidación! del! luminol! dando! un!
producto!luminiscente!(Tabla!6).!En!el!caso!del!anticuerpo!primario!anticβc
actinacHRP!que!directamente! va! conjugado! a! la!HRP! se! realizó! una! única!
incubación!de!1!h!con!el!anticuerpo.!Tras!lavar!la!membrana!tres!veces!con!
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TBScTween!se!realizó!la!detección!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! películas!
fotográficas!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!detección!de!otras!proteínas.!!

Tabla%5:%Anticuerpos%primarios%

Anticuerpo Especie Dilución  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 ratón 1:1000 Santa Cruz Biotech, sc-245 
Anti-Ciclina D1 Monoclonal de ratón 1:500 Cell Signaling, 2926 
Anti-DDX11 Monoclonal de ratón 1:2500 Abnova, H00001663-M03 
Anti-Flag Monoclonal de ratón 1:1000 Sigma, F3165 
Anti-Fra1 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 ratón 1:3000 Chemicon, MAB374 
Anti-GFP Monoclonal de ratón 1:1000 Roche, 11814460001 
Anti-GSK3 Monoclonal de ratón 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 ratón 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-β-actina-HRP Monoclonal de ratón 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 cromatografía de afinidad. 
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Tabla%6:%Anticuerpos%secundarios%

Anticuerpo Especie Dilución 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-ratón-HRP Policlonal de conejo 1:5000 Sigma, A9044 

6. Análisis%de%expresión%génica%

6.1. Extracción%de%ARN%

La! extracción! del! ARN! se! realizó! con! el! kit! Ilustra! RNAspin! mini! RNA!
isolation!kit!de!GE!Healthcare!siguiendo!sus!instrucciones.!Brevemente,!las!
células!se!lisan!en!una!solución!conteniendo!mercaptoetanol!y!gran!cantidad!
de! iones! caotrópicos! que! desnaturalizan! las! proteínas,! entre! ellas! las!
ribonucleasas,! evitando!así! la!degradación!del!ARN!durante! el!proceso!de!
extracción.! Los! ácidos! nucleicos! se! unen! a! una!membrana!de! sílice! que! es!
tratada! posteriormente! con! DNasa! I! para! eliminar! al! ADN.! Tras! lavar! la!
membrana,!el!ARN!se!eluye!con!H2O!libre!de!RNasas.!!

La! determinación! de! la! concentración! de! las! muestras! reveló! unas!
ratios! OD260nm/OD230nm! por! debajo! de! los! valores! óptimos,! lo! que! indicaba!
una! posible! contaminación! con! sales! o! compuestos! aromáticos.! Para!
purificar!las!muestras,! la!extracción!de!ARN!se!siguió!de!una!precipitación!
con!LiCl.!La!muestra!se!mezcló!con!un!volumen!igual!de!6M!LiCl!(Sigma)!y!
se! incubó! durante! 2! h! a! c20°C.! Se! centrifugó! 20!min! a! 16000! g! y! 4°C! y! el!
precipitado!se!lavó!con!500!|l!de!etanol!al!70%.!Una!vez!seco,!el!precipitado!
se!resuspendió!en!30!|l!de!H2O!libre!de!RNasas!y!se!comprobó!que!las!ratios!
OD260nm/OD230nm!eran!superiores!a!2!en!todos!los!casos.!

6.2. Medida%de%la%concentración%de%ácidos%nucleicos%

Para! determinar! la! concentración! de! los! ácidos! nucleicos! se! utilizó! un!
espectrofotómetro! Nanodrop! NDc1000! (Thermo! Scientific).! Un! valor! de!
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OD260nm! de! 1! corresponde! a! una! concentración! de! 50! ng/|l! en! el! caso! de!
ADN!de!doble!cadena!y!de!40!ng/|l!en!el! caso!de!ARN.!La!calidad!de! las!
muestras! se! certificó! por! los! ratios! OD260nm/OD280nm! que! suele! estar! en! el!
rango!de!1.8!c!2!en!muestras!puras!y!OD260nm/OD230nm!cuyos!valores!óptimos!
oscilan!entre!1.8!y!2.2.!

6.3. RTaqPCR%

6.3.1. Transcripción%reversa%

En! el! estudio! de! la! expresión! 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! utilizó! la!
transcriptasa!reversa!SuperScript!III!de!Invitrogen.!Entre!1!y!2!|g!de!ARN!se!
mezclaron! con!300!ng!de!una! combinación! aleatoria!de! cebadores,! 1!|l!de!
una!mezcla! equimolar! de! dNTPs! 10!mM!y!H2O! libre! de!RNasas! hasta! un!
volumen! final! de! 13! |l.! El! ARN! se! desnaturalizó! durante! 5!min! a! 65°C! e!
inmediatamente!se!enfrió!a!4°C!durante!1!min.!Se!añadieron!4!|l!del!tampón!
de! reacción! al! 5x,! 1! |l! de! DTT! 0.1! M,! 1! |l! de! RNase! Out! y! 1! |l! de! la!
transcriptasa!reversa!Superscript!III!y!la!muestra!se!incubó!a!25°C!durante!5!
min! seguido! de! 60! min! a! 50°C.! La! reacción! se! inactivó! subiendo! la!
temperatura!a!70°C!durante!15!min.!El!programa!completo!se!realizó!en!un!
termociclador!de!Eppendorf.!!

6.3.2. PCR%cuantitativa%a%tiempo%real%(qPCR)%

Las! PCR! cuantitativas! se! realizaron! por! triplicado! con! 1! |l! de! ADN! a! la!
dilución!adecuada!para!conseguir!unas!condiciones!de!reacción!óptimas!y!5!
|l!de! la!mezcla!de! reacción!Sybr!Green! I!Master!de!Roche!en!un!volumen!
final!de!reacción!de!10!|l.!La!mezcla!de!reacción!contiene!además!de!la!Taq!
polimerasa! de! ADN! y! los! reactivos! necesarios! para! la! reacción! de!
amplificación! el! fluoróforo! Sybr! Green.! Esta! molécula! aumenta!
considerablemente! su! fluorescencia! al! intercalarse! en! el! ADN! de! doble!
cadena! y! la! detección! de! su! emisión! fluorescente! permite! calcular! la!
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cantidad!de!ADN!presente!en!una!muestra.!Los!oligonucleótidos!empleados!
así!como!la!concentración!a!la!que!se!utilizaron!vienen!recogidos!en!la!Tabla!
7.!Excepto! en! los! casos! indicados! los!oligonucleóticos! fueron!encargados! a!
Sigma.!!

Tabla%7:%Oligonucleótidos%cebadores%para%qPCR%

Gen Oligonucleótidos  Concentración 

CCNA2 Directo   5’-ATCAGTTATTGCTGGAGCTGCCT-3’ 
Inverso   5’-TTCGTATTAATGATTCAGGCCAGCT-3’ 

0.3 μM 
0.05 μM 

CCNE1 Directo   5’-AGACCCACAGAGACAGCTTGG-3’ 
Inverso   5’-CTGCTCTGCTTCTTACCGCTC-3’ 

0.5 μM cada 
oligonucleótido 

DDX11 PPH21151A de SABiosciences 0.4 μM cada 
oligonucleótido 

ERCC2 Directo   5’-GTCACCATGGCAACCTTCACC-3’  
Inverso   5’-CACAGCAATATCCTCCCGGGT-3’ 

0.5 μM cada 
oligonucleótido 

GAPDH Directo   5’-CATCTTCCAGGAGCGAGATC-3’ 
Inverso   5’-GTTCACACCCATGACGAACAT-3’ 

0.9 μM cada 
oligonucleótido 

GUSB Directo   5’-GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3’ 
Inverso   5’-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3’ 

0.4 μM cada 
oligonucleótido 

JUNB Directo   5’-CCCCTACCGGAGTCTCAAAGC-3’ 
Inverso   5’-GACAATCAGGCGTTCCAGCTC-3’ 

0.5 μM cada 
oligonucleótido 

Promotor 
DDX11-A 

Directo   5’-ATCTTCTGGGCTCTCTGCAA-3’    
Inverso   5’-CGGAGAGATGGTGTCAGTCA-3’ 

0.4 μM cada 
oligonucleótido 

Promotor 
DDX11-B 

Directo   5'-GGAATGAGTGCACTTGACCA-3´ 
Inverso   5'-CTCCAACGTGCATCCTGAG-3' 

0.4 μM cada 
oligonucleótido 

Promotor  
DDX11-C 

Directo   5’-GAAAGGCTTGCTGCCCTTAT-3’ 
Inverso   5’-TTCAGCGTTCCTCTGCTTTT-3’ 

0.4 μM cada 
oligonucleótido 

Promotor 
GAPDH 

Directo   5’-TACTAGCGGTTTTACGGGCG-3´ 
Inverso   5’-TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA-3´ 

0.4 μM cada 
oligonucleótido 

S26 Directo   5’-CTGCACTAACTGTGCCCGATGCGTG-3’  
Inverso   5’-GACGCTCGCTTCAGAAATGTCCCTG-3’  

0.5 μM cada 
oligonucleótido 

!

La! amplificación! de! los! ADNs! y! la! detección! de! la! fluorescencia! se!
llevaron! a! cabo! en! un! termociclador! LightCycler! 480! de! Roche.! Las!
reacciones! consistieron! en! una! incubación! previa! de! 5! min! a! 95°C! para!
activar!la!Taq!polimerasa!de!ADN,!seguida!de!45!ciclos!de!10!segundos!de!
desnaturalización! del! ADN! a! 95°C,! 20! segundos! a! 60°C! para! permitir! la!
unión!de!los!cebadores!y!20!segundos!de!elongación!a!72°C.!A!continuación!
se! realizó! una! curva! de! desnaturalización! incrementando! la! temperatura!
desde! 60°C! a! 97°C! a! una! velocidad! de! 0.1°C/s! para! comprobar! la!
especificidad!de!la!amplificación.!

Se! realizó! una! cuantificación! relativa! de! los! datos! según! el! método!
ΔΔCt! 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!expresión!respecto!a!una!muestra!control.!!

6.4. Micromatriz%para%RTaqPCR%de%genes%de%ciclo%celular%

Para! analizar! simultáneamente! la! expresión! diferencial! de! un! conjunto! de!
genes!mediante!RTcqPCR!se!utilizaron!placas!de!96!pocillos!comercializadas!
por!SABiosciences.!Concretamente!se!utilizó!la!diseñada!para!estudiar!genes!
implicados!en!el!ciclo!celular!humano!(Human!Cell!Cycle!RT2!Profiler!PCR!
Array)!que! contiene!oligonucleótidos! específicos!para!84!genes!que! juegan!
un!papel!clave!en!la!regulación!del!ciclo!celular.!!

Se! sintetizó! cADN! a! partir! de! 1! |g! de! ARN! procedente! de! células!
UTA6cControl!y!UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB!(estimuladas!durante!48!h!en!
ausencia!de!tetraciclina)!utilizando!el!kit!RT2!First!Strand!de!SABiosciences!y!
siguiendo!sus!indicaciones.!Se!añadió!mezcla!de!reacción!RT2!qPCR!Master!
Mix! conteniendo! Sybr! Green! (SABiosciences)! a! los! cADNs! sintetizados! y!
cada! muestra! se! repartió! homogéneamente! en! una! de! las! placas! de! 96!
pocillos!conteniendo!los!oligonucleótidos.!Las!reacciones!de!amplificación!y!
la! detección! de! la! fluorescencia! se! llevaron! a! cabo! en! un! termociclador!
LightCycler!480!de!Roche.!

Para! el! análisis! de! los! resultados! se! exportaron! los! datos! de! los! Ct!
obtenidos!del! termociclador! a! la!plataforma!de!análisis!proporcionada!por!
SABiosciences! (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com)! y! la! expresión! de!
cada!gen!se!normalizó!respecto!a! la!media!de!los!cinco!genes!de!referencia!
incluidos!en!la!placa.! !

6.5. Análisis%transcriptómico%

Se! realizó! un! análisis! global! de! la! expresión! génica! en! células! U2OS! que!
fueron!transfectadas!con!siARN!control!o!con!cada!uno!de! los!dos!siARNs!
dirigidos! contra! JUNB! (siJunBc792! y! siJunBc848).! 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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Investigación! Genómica! del! CRPcSanté,! en! Luxemburgo,! para! su!
hibridación! en! una! micromatriz! comercial! de! Affymetrix! conteniendo!
sondas! específicas! para! más! de! 285.000! transcritos! humanos! (GeneChip!
Human!Transcriptome!Array!2.0).!El!análisis!de!los!resultados!se!describe!en!
el!apartado!8.2.!

7. Análisis%de%interacciones%macromoleculares%%

7.1. Coinmunoprecipitación%de%proteínas%

La!asociación!de!proteínas! in#vivo!se!testó!mediante!coinmunoprecipitación!
de! proteínas.! Para! ello,! células!HEK293! o! células!U2OS! se! cotransfectaron!
con! los! plásmidos! conteniendo! los! ADNs! de! las! proteínas! de! interés!
etiquetadas!con!los!epítopos!HA!o!Flag!y!se!recogieron!48!h!más!tarde!tras!
haber!sido!tratadas!durante!las!últimas!6!h!con!el!inhibidor!del!proteasoma!
MG132.!

Las!células!se!lisaron!en!100!|l!de!tampón!NETN!(0.5%!NPc40,!5!mM!
EDTA,! 50! mM! TriscHCl! a! pH! 7.4! y! 150! mM! NaCl)! conteniendo! además!
cóctel!de!inhibidores!de!proteasas!Complete!de!Roche,!5!mM!de!NaF,!2!mM!
de! Na3VO4,! condiciones! tales! que! preservan! las! interacciones! proteínac
proteína!e!inhiben!la!acción!de!proteasas!y!fosfatasas.!Tras!incubar!en!hielo!
durante!20!min!se!centrifugó!a!16000!g!10!min!a!4°C!y!se!reservó!una!parte!
del!extracto! total!para!el!posterior!análisis.!El!resto!del!extracto!proteico!se!
incubó!con!la!matriz!de!afinidad!anticHA!de!Roche!o!con!agarosa!anticFlag!
de!Sigma!durante!16!h!a!4°C!y!los!precipitados!se!lavaron!5!veces!en!tampón!
NETN.! Los! inmunocomplejos! se! eluyeron! en! la! solución! Laemmli! para!
electroforesis!y!tras!su!incubación!durante!5!min!a!95°C!se!analizaron!junto!
con!el!extracto!proteíco!total!mediante!SDScPAGE!e!inmunotransferencia.!!

!

!
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7.2. Ensayos%de%ubicuitinación%%

Para! analizar! los! conjugados! de! ubicuitina! formados! in# vivo# se! siguió! un!
protocolo! basado! en! el! método! descrito! por! (Treier! et! al.,! 1994).! Células!
U2OS! se! cotransfectaron! con! JunBcHA! o! S251A/T255A/S259AcJunBcHA,! Flagc
Fbxw7! y! His6cUbicuitina.! Transcurridas! 36! h! desde! la! transfección! y! tras!
haber!sido!tratadas!durante!6!h!con!el!inhibidor!del!proteasoma!MG132!las!
células! se! lisaron!en!2ml!de!una!solución!desnaturalizante!de!hidrocloruro!
de!guanidinio!6!M,!Na2HPO4/NaH2PO4!!0.1!M!y!TriscHCl!0.01!M!a!pH!8.!Tras!
centrifugar! 15! min! a! 14000g! se! separaron! 20! |l! del! sobrenadante! para!
obtener! extracto! proteico! total! que! se! precipitó! en! 1! ml! de! ácido!
tricloroacético! al! 5%! durante! 1! h! a! temperatura! ambiente.! Tras! un! lavado!
con! acetona! y! 15! min! de! centrifugación! a! 14000g! el! precipitado! se!
resuspendió! en! solución!Laemmli!para! electroforesis! y! se!hirvió!durante! 5!
min! a! 95°C.! Para! purificar! los! conjugados! de! ubicuitina! del! resto! del!
sobrenadante! se! utilizaron! perlas! magnéticas! de! Ni2+cNTA! (Quiagen)! que!
retienen!proteínas!fusionadas!a!histidinas.!El!extracto!proteico!se!mezcló!con!
25!|l!de!perlas!magnéticas!y!10!mM!de! imidazol!y!se! incubó!durante!2h!a!
temperatura!ambiente!y!en!agitación.!Se!realizaron!a!continuación!sucesivos!
lavados!con!2!ml!de!las!siguientes!soluciones:!(1)!hidrocloruro!de!guanidinio!
6!M,!imidazol!10!mM,!Na2HPO4/NaH2PO4!!0.1!M!y!TriscHCl!0.01!M!a!pH!8;!
(2)!urea!8M,!imidazol!10!mM,!Na2HPO4/NaH2PO4!!0.1!M!y!TriscHCl!0.01!M!a!
pH!8;!dos!lavados!con!(3)!urea!8M,!imidazol!10!mM,!Na2HPO4/NaH2PO4!!0.1!
M,!TriscHCl!0.01!M!a!pH!6.3!y!0.2%!tritón!Xc100;! (4)!urea!8M,! imidazol!10!
mM,!Na2HPO4/NaH2PO4!!0.1!M,!TriscHCl!0.01!M!a!pH!6.3!y!0.1%!tritón!Xc100!
y!(5)!urea!8M,!imidazol!10!mM,!Na2HPO4/NaH2PO4!!0.1!M!y!TriscHCl!0.01!M!
a!pH!6.3.!Finalmente,!para!eluir!las!proteínas!ubicuitinadas!se!añadió!50!|l!
de! solución!Laemmli!y! las!muestras! se!hirvieron!durante!5!min!a!95°C.!El!
extracto! total! y! el! eluido! se! analizaron! mediante! SDScPAGE! e!
inmunotransferencia.!!

7.3. Inmunoprecipitación%de%cromatina%

La! inmunoprecipitación!de!cromatina!permite!evaluar! la!asociación! in#vivo!
de!proteínas!a!regiones!específicas!del!genoma.!Esto!se!consigue!fijando!las!
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uniones!ADNcproteína!antes!de!lisar!las!células!y!purificando!la!proteína!de!
interés!por!inmunoafinidad.!Los!fragmentos!de!ADN!purificados!junto!con!
la!proteína!pueden!analizarse!bien!por!PCR!cuantitativa!a!tiempo!real!para!
estudiar!la!unión!de!la!proteína!de!interés!a!regiones!definidas!del!genoma!
(ChIPcqPCR)! o! bien! analizarse! por! secuenciación! masiva! para! obtener!
información!sobre!todas!las!regiones!del!genoma!a!las!que!se!une!la!proteína!
de!interés!(ChIPcseq).!El!protocolo!seguido!está!basado!en!el!descrito!por!el!
laboratorio!de!R.!Young!(Lee!et!al.,!2006)!y!se!esquematiza!en!la!Figura!16.!

!
Figura 16: Representación esquemática del proceso de inmunoprecipitación de 
cromatina. Modificado a partir de (Spivakov & Fisher, 2007)  

7.3.1. Entrecruzamiento%de%las%células%con%formaldehído%

Entre!8x106!y!1x107!células!(crecidas!durante!24!h!en!ausencia!de!tetraciclina!
en! el! caso! de! las! células! UTA6ccontrol! y! UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB)! se!
fijaron! con! formaldehído! al! 1%! durante! 10!min.! Se! añadió! a! continuación!
glicina! 0.125! M! para! detener! la! reacción! de! entrecruzamiento! y! se! dejó!
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%fragmentación%de%la%cromatina%

Las! células! se! lisaron!en! tampón!de! lisis! 1! (50!mM!HEPEScKOH!a!pH!7.5,!
140!mM!NaCl,!1!mM!EDTA,!10%!glicerol,!0.5%!NPc40!y!0.25%!Tritón!Xc100)!
incubando! 10!min! a! 4°C%en! agitación.! Tras! centrifugar! a! 1350! g! durante! 5!
min!a!4°C!se!añadió!tampón!de!lisis!2!al!precipitado!(10!mM!TriscHCl!a!pH!8,!
200!mM!NaCl,!1!mM!EDTA!y!0.5!mM!EGTA)!y!se!incubó!durante!10!min!a!
temperatura!ambiente!en!agitación.!Se!centrifugó!a!1350!g!durante!5!min!a!
4°C%y!el!precipitado!se!resuspendió!en!tampón!de!lisis!3!(10!mM!TriscHCl!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!
cóctel!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!añadió!tritón!Xc100!al!1%!y!se!centrifugó!a!16000!g!
durante! 10!min! a! 4°C.! En! este! punto! se! reservó! una! alícuota! del! extracto!
total!para!ser!usada!como!referencia!en!el!posterior!análisis.!!

7.3.3. Inmunoprecipitación%de%la%cromatina%

La!inmunoprecipitación!de!la!cromatina!se!llevó!a!cabo!mediante!incubación!
de! las! muestras! durante! 16! h! a! 4°C! con! 100! |l! de! perlas! magnéticas!
Dynabeads! Protein! G! de! Invitrogen! previamente! bloqueadas! con! 0.5%! de!
BSA!en!PBS!e! incubadas!durante!6!h!con!10!|g!de!anticuerpo!contra! JunB!
(scc73,! Santa! Cruz! Biotechnology).! En! paralelo! se! realizó! una!
inmunoprecipitación!sin!anticuerpo!a!modo!de!control!negativo!incubando!
las!muestras!con!100!|l!de!las!perlas!magnéticas!con!proteína!G!bloqueadas!
con! BSA! pero! sin! haber! sido! incubadas! previamente! con! el! anticuerpo!
contra! JunB.! Tras! la! inmunoprecipitación! se! realizaron! 8! lavados! con!
tampón!RIPA! (50!mM!HEPEScKOH!a!pH!7.6,! 500!mM!LiCl,! 1!mM!EDTA,!
1%!NPc40!y! 0.7%!desoxicolato!de! sodio)! seguido!de!un!último! lavado! con!
tampón!TEcNaCl!(10!mM!TriscHCl!a!pH!8,!1!mM!EDTA!y!50!mM!NaCl).!Se!
añadieron! 210! |l! de! tampón! de! elución! (50!mM!TriscHCl! a! pH! 8,! 10!mM!
EDTA!y! 1%! SDS)! y! las!muestras! se! incubaron! a! 65°C!durante! 15!min! con!
agitación! periódica.! Se! separaron! así! los! complejos! ADNcproteína! de! las!
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perlas!magnéticas.!En!este!punto!se!recuperó!el!extracto!total!no!sometido!a!
inmunoprecipitación! y! se! le! añadió! tampón! de! elución! hasta! un! volumen!
final! de! 200! |l.! Se! revirtió! el! entrecruzamiento! del! extracto! total,! del!
inmunoprecipitado!con!anticuerpo!y!del! inmunoprecipitado!sin!anticuerpo!
mediante!incubación!a!65°C!durante!16!h.!!

7.3.4. Purificación%del%ADN%

Se! añadió! a! las! muestras! 200! |l! de! TE! (10! mM! TriscHCl! 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!adición!de!un!volumen! igual!al!de! la!
muestra! de! fenol:cloroformo:alcohol! isoamílico! (25:24:1)! en! tubos! Heavy!
Phaselock! Gel! (5Prime)! que! facilitan! la! separación! de! la! fase! acuosa! y! la!
orgánica! al! formar! una! barrera! entre! ambas.! Se! siguieron! las! indicaciones!
del!fabricante!y!una!vez!separada!la!fase!acuosa!se!mezcló!con!200!mM!de!
NaCl!y!30!|g!de!glucógeno!y!se!añadieron!2!volúmenes!de!etanol!al!100%!
para! precipitar! el! ADN! durante! 30! min! a! c80°C.! Se! centrifugó! a! 16000! g!
durante!10!min!a!4°C!y!tras!un!lavado!con!etanol!al!70%!el!ADN!precipitado!
se!resuspendió!en!10!mM!TriscHCl!pH!8.!!

7.3.5. Amplificación%de%las%regiones%del%promotor%de%DDX11%

Regiones! del! promotor! de! DDX11! identificadas! como! posibles! sitios! de!
unión! 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! expresó! como!
enriquecimiento! respecto! al! control! negativo! de! la! inmunoprecipitación!
(inmunoprecipitación!sin!anticuerpo)!y!se!utilizó!el!promotor!de!GAPDH,!al!
que!JunB!no!se!une,!como!referencia.!

7.3.6. ChIPaseq%%

Fragmentos! de! ADN! procedentes! de! cuatro! inmunoprecipitaciones! de!
cromatina! con! anticuerpo! anticJunB! en! células!U2OS!y! en! células!K299! así!
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como! sus! correspondientes! extractos! totales! se! enviaron! a! la! plataforma!
Montpellier! GenomiX! (MGX)! donde! las!muestras! de! cada! línea! celular! se!
mezclaron!por!parejas!y!se!utilizó!un!equipo!HiSeq!2000!de!Illumina!para!su!
secuenciación.!El!análisis!de!los!resultados!de!la!secuenciación!se!describe!en!
el!apartado!8.1.!

8. Análisis%bioinformático%

Estos!análisis!se!realizaron!en!colaboración!con!Lorena!de!la!Fuente!y!la!Dra.!
Ana!Conesa!del!grupo!Genómica!de!la!Expresión!Génica!del!CIPF.!

8.1. Identificación%de%sitios%de%unión%de%proteínas%asociadas%al%genoma%a%
partir%de%datos%de%ChIPaseq%

La! secuenciación,! alineamiento! y! detección! de! zonas! de! unión! 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!(versión!hg19)!se!realizó!con!el!software!ELAND!
del!paquete!CASAVA!proporcionado!por!Illumina.!La! identificación!de! las!
regiones! del! genoma! enriquecidas! en! la! muestra! inmunoprecipitada!
respecto! al! extracto! total! se! realizó! con! el! programa! MACS! (Modeldbased#
Analysis#for#ChIPdseq)!(Zhang!et!al.,!2008).!!

Para! el! posterior! análisis! de! los! datos! procedentes! del! ChIPcseq! se!
utilizó!el!paquete!BEDtools!(Quinlan!&!Hall,!2010).!Para!cada!línea!celular!se!
compararon!las!listas!obtenidas!con!el!programa!MACS!(Zhang!et!al.,!2008)!
conteniendo!las!regiones!de!unión!de!JunB!al!genoma!de!las!dos!réplicas!y!
se! consideraron! sólo! aquellas! regiones! comunes! a! ambas! réplicas.! Se!
compararon! además! entre! sí! las! regiones! identificadas! para! cada! línea!
celular.! La! visualización! de! las! regiones! de! unión! de! JunB! al! genoma!
humano!se!realizó!en!la!plataforma!UCSC!Genome!Browser!Viewer!(hg!19)!
(http://genome.ucsc.edu/)! (Kent! et! al.,! 2002)! junto! con! datos! de! ChIPcseq!
realizados! en! siete! líneas! celulares! distintas! con! anticuerpos! contra! las!
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modificaciones! de! histonas! H3K4me1,! H3K4me3! y! H3K27Ac! y! datos! de!
regiones! sensibles! al! corte! con!DNasas! según! resultados! obtenidos! en! 125!
líneas! celulares! distintas! y! depositados! en! la! base! de! datos! de! ENCODE!
(Encyclopedia# of# DNA# Elements)! (Rosenbloom! et! al.,! 2013).! Para! la!
visualización! directa! de! los! fragmentos! de! ADN! obtenidos! de! la!
secuenciación!alineados!sobre!el!genoma!humano!así!como!de! las!regiones!
de! unión! de! JunB! identificadas! por! el! programa! MACS! se! utilizó! el!
programa!IGV!(Robinson!et!al.,!2011;!Thorvaldsdottir!et!al.,!2013).!

La!búsqueda!de!motivos!se!realizó!con!el!paquete!MEME!(Bailey!et!al.,!
2009).!Concretamente,!se!utilizó! la!herramienta!MEMEcChIP!(Machanick!&!
Bailey,! 2011)! para! la! búsqueda! de! motivos! enriquecidos! en! las! regiones!
inmunoprecipitadas! y! la! herramienta! FIMO! (Grant! et! al.,! 2011)! para! la!
búsqueda! específica! de! los! motivos! consenso! APc1/TRE! y! APc1/CRE!
definidos! según! la! base! de! datos! JASPAR! (Mathelier! et! al.,! 2014)! en! cada!
región!inmunoprecipitada.!!

Para! asignar! las! regiones!de!unión!de! JunB!al! genoma!a!potenciales!
genes!diana!se!utilizó!la!herramienta!GREAT!(McLean!et!al.,!2010)!(versión!
hg19! del! genoma! humano)! utilizando! como! regla! de! asociación! el! criterio!
del!gen!más!cercano! (single#nearest#gene)!hasta!una!distancia!máxima!de!10!
kb.!

8.2. Identificación%de%genes%diferencialmente%expresados%a%partir%de%datos%
de%análisis%transcriptómico%

El! análisis! transcriptómico! se! realizó! en! colaboración! con! la! Unidad! de!
Investigación!Genómica!del!CRPcSanté,!en!Luxemburgo,!dirigida!por!el!Dr.!
Laurent!Vallar.!Se!utilizó!el!software!Partek!Genomics!Suite!para!el!análisis!
de!los!resultados!de!la!hibridación!y!el!lenguaje!de!programación!R!para!el!
análisis! estadístico! de! los! resultados! y! la! detección! de! los! genes!
diferencialmente! expresados.! Se! aplicó! el! método! estadístico! FDR! (False#
Discovery# Rate)! que! corrige! la! probabilidad! de! error! al! realizar! múltiples!
comparaciones!y!se!consideró!significativo!un!valor!de!FDR!<!0.05.!
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La! comparación! de! las! listas! de! genes! se! realizó! 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! análisis! de! las! listas! de! genes! en! busca! de! términos! de! ontología!
génica! (GO)! (Ashburner! et! al.,! 2000)! asociados! a! procesos! biológicos!
enriquecidos! se! realizó! con! el! sistema! de! clasificación! PANTHER! (versión!
9.0)!(Mi!et!al.,!2013a;!Mi!et!al.,!2013b),!que!aplica!la!corrección!de!Bonferroni!
para!múltiples! test,! considerando! significativos! aquellos! términos! GO! con!
un!valor!p!<!0.05.!Se!realizó!tanto!un!análisis!completo!utilizando!todos!los!
términos!GO!de!procesos!biológicos,!como!un!análisis!simplificando!con!la!
herramienta! Panther! GOcSlim! que! usa! solo! un! conjunto! seleccionado! de!
términos! GO.! El! sistema! de! clasificación! Panther! se! utilizó! también! para!
asignar!el!tipo!de!proteína!codificada!a!los!genes!identificados.!!

8.3. Análisis%de%secuencias%

Las! secuencias! génicas! y! proteicas! se! obtuvieron! de! la! base! de! datos!
Ensembl!(Cunningham!et!al.,!2015).!La!búsqueda!de!motivos!específicos!en!
las! secuencias!proteicas!se! realizó!mediante! la!herramienta!ScanProsite! (de!
Castro!et!al.,!2006)!del!portal!de!recursos!bioinformáticos!ExPASy!(Artimo!et!
al.,!2012).!!

! !
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Resultados%1:%%

Caracterización%del%mecanismo%
molecular%que%regula%la%estabilidad%de%

JunB%en%G2%

1. JunB%es%sustrato%de%la%E3%ligasa%Fbxw7%

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

En! la! vía! de! degradación! ubicuitina! proteasoma! el! componente!
encargado!del!reconocimiento!del!sustrato!es! la!enzima!E3!ligasa!(Hershko!
&! Ciechanover,! 1998).! Por! tanto,! el! primer! paso! en! la! caracterización! del!
mecanismo! de! degradación! de! JunB! fue! la! identificación! de! la! E3! ligasa!
encargada!de!su!reconocimiento.!El!análisis!de!la!secuencia!proteica!de!JunB!
mediante! la! herramienta! ScanProsite! (de! Castro! et! al.,! 2006)! nos! permitió!
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identificar! un! posible! sitio! de! unión! para! la! proteína! Fbxw7,! componente!
encargado!de!la!unión!al!sustrato!en!el!complejo!E3!ligasa!SCFFbxw7.!

Los!sustratos!conocidos!de!Fbxw7,!tales!como!Ciclina!E,!cMyc!o!cJun,!
poseen! en! su! secuencia! proteica! un! motivo! consenso! denominado!
fosfodegrón! que! consiste! en! un! residuo! fosforilable! en! la! posición! central!
seguido!de!una!prolina!en!+1!y!de!otro!residuo!fosforilable!en!posición!+4.!
La! fosforilación! de! estos! residuos! permite! la! unión! de! la! E3! ligasa! Fbxw7!
que! media! la! ubicuitinación! y! degradación! de! sus! sustratos! (Welcker! &!
Clurman,!2008).!En!el!caso!de!JunB,!la!T255!y!la!S259!cumplen!los!requisitos!
para!ser!fosfodegrón!de!Fbxw7!(Figura!17).!

!
Figura 17: JunB posee un motivo fosfodegrón 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! interacción! entre! Fbxw7! y! JunB! se! llevó! a! cabo! un!
ensayo! de! coinmuprecipitación! de! proteínas! en! células! U2OS!
cotransfectadas!con!plásmidos!de!expresión!para!JunBcHA!y!Fbxw7α!salvaje!
o! su! mutante! Fbxw7α(R465A),! etiquetados! con! Flag.! El! residuo! R465! de!
Fbxw7! forma! parte! del! dominio! de! unión! al! sustrato! y! está! implicado! en!
interacciones!directas!con!los!residuos!fosforilables!del!sustrato!(Hao!et!al.,!
2007).! Su!mutante! Fbxw7α(R465A)! es! incapaz! de! unirse! a! sus! sustratos! y!
actúa! como! dominante! negativo! anulando! la! función! de! Fbxw7! salvaje!
(Akhoondi!et!al.,!2007).!Debido!a!que!la!interacción!entre!una!E3!ligasa!y!su!
sustrato! va! seguida! de! la! degradación! del! mismo! por! el! proteasoma,!
añadimos!a!las!células!el!inhibidor!del!proteasoma!MG132.!De!esta!manera!
evitamos!la!degradación!de!los!sustratos!y!los!posibles!complejos!formados!
son! más! fáciles! de! detectar.! En! la! Figura! 18! se! observa! que! al!
inmunoprecipitar!JunB!con!anticHA!también!precipita!Fbxw7!indicando!que!
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(C) JunB contains a FBXW7 consensus phospho-degron. The CPD contains a 
central phospho-threonine or serine and a negative charge at the +4 position. 
Sequence alignment of the c-Jun, c-Myc and Cyclin E FBXW7 phospho-
degrons with the JunB sequence reveals a putative phospho- degron motif in 
JunB.  
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ambas! proteínas! interaccionan! in# vivo.! Sin! embargo,! esta! interacción! no! se!
produce!con!el!mutante!en!el!dominio!de!unión!de!Fbxw7.!!

!
Figura 18: JunB interacciona con Fbxw7 in vivo. Células U2OS se cotransfectaron con 
JunB-HA y con Flag-Fbxw7α o con su mutante en el dominio de unión al sustrato Flag-
Fbxw7αR465A 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 inmunodetección de Fbxw7 y JunB se utilizaron los 
anticuerpos anti-Flag y anti-HA respectivamente. 

Para!confirmar! la!especificidad!de!Fbxw7!realizamos!otro!ensayo!de!
coinmunoprecipitación!en!células!HEK293T!utilizando!además!de!Fbxw7α!y!
su!mutante!Fbxw7α(R465A)! las!E3! ligasas!Skp2,!Cdc20!y!Cdh1,! todas!ellas!
implicadas!en! la!degradación!de!reguladores!del!ciclo!celular.!Skp2!es!otra!
proteína!Fcbox!que! forma!parte!del! complejo!SCF!y!Cdc20!y!Cdh1! son! los!
componentes!encargados!del!!reconocimiento!del!sustrato!en!el!complejo!!E3!!

!
Figura 19: JunB interacciona específicamente con Fbxw7. Células HEK293T se 
cotransfectaron con los plásmidos que codifican JunB-HA y las E3 ligasas Fbxw7α, 
Fbxw7αR465A, Skp2, Cdh1 y Cdc20, todas ellas etiquetadas con el epítopo 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 señal no específica.  
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Fig1D!!

(D) JunB associates with FBXW7α. U2OS cells were co-transfected with HA-tagged 
JunB and Flag-tagged FBXW7α or the mutant FBXW7α(R465A) and treated with the 
proteasome inhibitor MG132 for 6 hours before harvesting. Proteins were 
immunoprecipitated with anti-HA resin and immunocomplexes were analyzed by 
immunobloting using anti-HA and anti-Flag antibodies.  
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(E) Specific association of JunB with FBXW7α. HEK293T cells were co-transfected with 
HA-tagged JunB and constructs encoding the Flag-tagged Fbox proteins FBXW7α, 
FBXW7α(R465A) and SKP2, as well as CDH1 and CDC20. Cells were treated for 6 
hours with the proteasome inhibitor MG132 before harvesting. Proteins were 
immunoprecipitated with anti-Flag resin and immunocomplexes 
28were probed by western blotting with anti-JunB and anti-Flag antibodies. Asterisk 
indicates non-specific immunoreactive bands.  
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ligasa!APC/C!(Nakayama!&!Nakayama,!2006).!Se!cotransfectaron!las!células!
con! JunBcHA!y! con! los!plásmidos! que! codifican! las!E3! ligasas! etiquetadas!
con! Flag! y! se! inmunoprecipitaron! los! complejos! proteicos! con! anticFlag!
(Figura!19).!Sólo!en!el!caso!de!expresión!de!la!proteína!Fbxw7!se!detecta!la!
presencia! de! JunB! en! el! inmunoprecipitado! confirmándose! la! unión!
específica!de!JunB!con!esta!E3!ligasa.!!

A! continuación! analizamos! si! la! interacción! entre! JunB! y! Fbxw7!
influye!en! la!estabilidad!de! JunB.!La!adición!de!cicloheximida!a! células!en!
cultivo! inhibe! la! síntesis! proteica,! por! lo! tanto! la! determinación! de! los!
niveles! de! proteína! a! diferentes! tiempos! tras! la! adición! de! la! droga!
proporciona! una! medida! de! su! estabilidad.! Se! comparó! la! estabilidad! de!
JunB! en! células!U2OS! transfectadas! con! Fbxw7α! salvaje! o! con! el!mutante!
Fbxw7α(R465A)! (Figura! 20).! JunB! se! estabiliza! en! presencia! del! mutante!
dominante! negativo! Fbxw7α(R465A)! comparado! con! las! células! que!
expresan!Fbxw7α!salvaje! indicando!que!la!unión!JunBcFbxw7!determina!la!
estabilidad!de!JunB.!

!
Figura 20: La expresión de un mutante negativo de Fbxw7 aumenta la estabilidad de 
JunB. (A) Células U2OS se cotransfectaron con JunB-HA y con Flag-Fbxw7α o con su 
mutante en el dominio de unión al sustrato Flag-Fbxw7αR465A junto con un plásmido que 
codifica GFP a modo de control de la transfección. Se añadió 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 
realizó un análisis densitométrico de las bandas obtenidas mediante la inmunodetección 
de JunB y se representaron gráficamente los valores con el fin de facilitar su comparación.  

Finalmente,!para! confirmar! el!papel!de!Fbxw7!en! la!degradación!de!
JunB! en!G2! tardía! analizamos! la! expresión!de! JunB! en! células!DLD1FBXW7c/c!
sincronizadas.!Estas!células!son!un!clon!estable!de!la!línea!celular!derivada!
de! cáncer! de! colon! DLD1! en! el! que! ambos! alelos! del! gen! FBXW7! fueron!
inactivados!mediante! la!deleción!de!un!fragmento!del!mismo!(Rajagopalan!
et! al.,! 2004).! Cuando! los! niveles! de! una! proteína! varían! durante! el! ciclo!
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celular!no!es!sencillo!apreciar!diferencias!de!expresión!en!una!población!de!
células!en!crecimiento!asincrónico.!Por!ello,!se!recurre!a!la!sincronización!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!
polimerización! de! los! microtúbulos! 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! morfología!
redondeada,! pierden! adherencia! y! se! despegan! de! la! placa! quedando!
suspendidas!en!el!medio.!Esta!característica!permite!su!separación!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!
DLD1FBXW7c/c!en!crecimiento!asincrónico!(AS)!muestran!un!ligero!incremento!
en!los!niveles!de!JunB!comparado!con!células!parentales!DLD1.!Sin!embargo,!
la! acumulación! de! JunB! en! células! DLD1FBXW7c/c! sincronizadas! en! G2! y! en!
células!mitóticas! resulta!mucho!mayor! en! comparación! con! sus! niveles! en!
las!células!parentales!resaltando!la!importancia!de!la!E3!ligasa!Fbxw7!en!la!
degradación!de!JunB!en!G2!tardía.!!

!
Figura 21: La deleción de FBXW7 conduce a la acumulación de JunB en células 
mitóticas. Células DLD1 y DLD1FBXW7-/- derivadas de cáncer de colon se sincronizaron en 
G2/M mediante la adición de nocodazol y se separaron las poblaciones celulares 
enriquecidas en fase G2 de las células mitóticas (M). AS son células en crecimiento 
asincrónico. Los extractos proteicos se analizaron mediante western blot con los 
anticuerpos anti-JunB y anti-GAPDH.  

2. GSK3%fosforila%a%JunB%en%su%motivo%fosfodegrón.%%

En!la!degradación!de!la!mayoría!de!los!sustratos!de!Fbxw7!está!implicada!la!
quinasa!GSK3,!que!es!la!responsable!de!la!fosforilación!de!la!treonina!central!
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del!fosfodegrón.!La!fosforilación!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! posición! +4! respecto! al! sitio! de!
fosforilación!de!GSK3!(Welcker!&!Clurman,!2008).!

En!el!fosfodegrón!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! inhibió! la!
quinasa!por!dos!mecanismos!diferentes! (farmacológica! o! genéticamente)! y!
se!utilizó!anticuerpos!fosfoespecíficos!para!detectar!los!cambios!en!el!estado!
de! fosforilación! de! los! residuos! de! JunB.! Con! objeto! de! comprobar! la!
fiabilidad! de! los! anticuerpos! se! transfectaron! en! paralelo! células! con! el!
plásmido!que!codifica!el!triple!mutante!S251A/T255A/S259AcJunB!en!el!que!los!
tres! residuos! fosforilables! fueron! sustituidos! por! alaninas.! Se! comprobó! la!
especificidad!de!los!anticuerpos!aunque!se!detectó!la!aparición!de!una!señal!
inespecífica!con!el!anticuerpo!contra!la!S251!fosforilada!(asterisco!en!Figura!
22B).!!

!
Figura 22: GSK3 fosforila la S251 y la T255 de JunB. (A) Células Hela se transfectaron 
con JunB salvaje sólo 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 expresión de AKT en GSK3 y en JunB se 
determinó con anticuerpos fosfoespecíficos contra GSK3β-pS9, JunB-pT255 y JunB-
pS259. Los niveles de proteína 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 transfección y con S251A/T255A/S259A-JunB como control de la 
especificidad de los anticuerpos contra JunB fosforilado. (B) Células Hela trasfectadas con 
JunB salvaje o S251A/T255A/S259A-JunB se trataron con el inhibidor de GSK3β y con MG132 
donde se indica. El efecto de la inhibición de GSK3β en las fosforilaciones de JunB se 
determinó mediante western blot con anticuerpos fosfoespecíficos. El asterisco indica una 
señal no específica. 
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En!primer! lugar!(Figura!22A)!se!cotransfectaron!células!Hela!con! los!
plásmidos!que!codifican!JunB!salvaje!y!una!forma!constitutivamente!activa!
de! la! quinasa! AKT! (AKT(E40K))! (Aoki! et! al.,! 1998).! GSK3! posee! dos!
isoformas,!α!y!β,!que!son!reguladas!de!manera!similar!por!AKT!mediante!la!
fosforilación! de! un! residuo! de! Ser! en! el! extremo! N! terminal.! Estas!
fosforilaciones,!en!la!S21!en!GSK3α!y!en!la!S9!en!GSK3β,!inhiben!la!actividad!
quinasa!de!GSK3!(Woodgett,!2005).!En!la!Figura!22A!puede!apreciarse!como!
la!inhibición!de!GSK3!por!la!vía!AKT,!puesta!de!manifiesto!por!el!aumento!
en!la!fosforilación!de!la!S9!de!GSK3β,!conduce!a!una!fosforilación!reducida!
de!la!T255!mientras!que!la!fosforilación!de!la!S259!no!se!ve!alterada.!

En!el!segundo!experimento!la!inhibición!de!GSK3!se!realizó!mediante!
tratamiento!farmacológico!con!un!inhibidor!específico!para!la!isoforma!β!de!
GSK3!(Inhibidor!VIII!de!GSK3β,!Calbiochem)!(Figura!22B).!Como!se!aprecia!
en! la! figura,! en! ausencia! de! inhibidores! apenas! se! detecta! señal! con! los!
anticuerpos! anticJunBcpT255! y! anticJunBcpS251,! por! lo! que! para! poder!
detectar! los!cambios!en!el!estado!de! fosforilación!se!añadió!el! inhibidor!de!
proteasoma! MG132.! Se! confirma! aquí! lo! observado! en! el! experimento!
anterior!al!inhibir!GSK3:!hay!una!disminución!en!la!fosforilación!de!la!T255!
y!una!ausencia!de!efecto!en! la! fosforilación!de! la!S259.!Se!observa!además!
una!reducción!en!la!fosforilación!de!la!S251.!!

Para! estudiar! si! la! fosforilación! de! un! residuo! se! ve! afectada! por! la!
fosforilación! de! los! otros! dos! generamos! mutantes! puntuales! mediante!
mutagénesis!dirigida!de!JunB!en!la!S251,!T255!y!S259!en!los!que!cada!uno!de!
los! tres! residuos! fosforilables! fueron! mutados! a! alanina! para! prevenir! su!
fosforilación.!Transfectamos!células!U2OS!con!JunB!salvaje!o!con!cada!uno!
de!los!tres!mutantes!de!JunB!y!analizamos!las!fosforilaciones!de!sus!residuos!
con! los!anticuerpos! fosfoespecíficos! (Figura!23).!La! fosforilación!en! la!S251!
no!se!ve!afectada!por!la!mutación!en!la!T255.!Igualmente,!la!fosforilación!en!
la!T255!no! se!ve!afectada!por! la!mutación!en! la!S251.! Sin! embargo,! ambas!
fosforilaciones!se!suprimen!al!mutar! la!S259! 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 
U2OS 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 transfección. Se trataron con MG132 6 h antes de preparar los 
extractos proteicos y estos se analizaron mediante western blot con anticuerpos 
fosfoespecíficos de JunB (anti-JunB-pS251, anti-JunB-pT255 y anti-JunB-pS259), con anti-
HA para la detección de JunB total y con anti-GFP. El asterisco indica una señal no 
específica. (B) Esquema de la fosforilación de JunB. La fosforilación inicial en la S259 es 
necesaria para la posterior fosforilación de la T255 y la S251. 

En! el! esquema! de! la! Figura! 23B! se! muestra! un! resumen! de! los!
resultados! obtenidos.! La! fosforilación! en! la! S259! de! JunB! es! un! requisito!
indispensable!para!que!GSK3!fosforile!la!T255!y!la!S251.!

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! U2OS! cotransfectadas! con!
JunB!y!Fbxw7!sin!tratar!o!tratadas!con!el!inhibidor!de!GSK3β!(Figura!24)!se!
observa! un! aumento! de! la! estabilidad! de! JunB! a! consecuencia! de! la!
inhibición!de!la!actividad!de!la!quinasa.!!

Esto!coincide!con!nuestra!hipótesis!de!que!la!fosforilación!de!JunB!por!
GSK3! es! necesaria! para! su! reconocimiento! por! la! E3! ligasa! Fbxw7! y! su!
posterior!degradación!en!el!proteasoma.!!

!
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!
Figura 24: La estabilidad de JunB aumenta al inhibir GSK3β. (A) Células U2OS se 
cotransfectaron con JunB-HA, Flag-Fbxw7α y GFP y se trataron durante 3 h con el 
inhibidor de GSK3β o con DMSO solo antes de añadir 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 gráfica muestra 
los resultados del análisis densitométrico de las bandas. 

Con! objeto! de! analizar! el! papel! de! las! fosforilaciones! en! la! S251,! la!
T255!y!la!S259!en!la!degradación!de!JunB!mediada!por!Fbxw7!estudiamos!la!
vida!media!de!diferentes!mutantes!de!JunB!en!células!U2OS!(Figura!25).!!

!
Figura 25: La estabilidad de JunB depende de la fosforilación de los residuos S251, 
T255 y S259. (A) Construcciones de JunB utilizadas. (B) Células U2OS se transfectaron 
con JunB salvaje o con cada uno de los mutantes descritos en A. Se añadió cicloheximida 
(CHX) al medio para inhibir la síntesis proteica y se recogieron células a los tiempos 
indicados. Se analizó mediante western blot la disminución de los niveles de JunB en 
ausencia de síntesis proteica. La inmunodetección se llevo a cabo con anticuerpos anti-HA 
y anti-GAPDH. (C) La gráfica muestra los resultados del análisis densitométrico de las 
bandas. 

Los!residuos!S251,!T255!y!S259!del!fosfodegrón!fueron!sustituidos!por!
alaninas,!de!forma!individual!o!conjunta,!para!evitar!su!fosforilación.!En!la!
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Figure S3. Phosphorylation at S251, T255 and S259 is required for JunB degradation. (A) 
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Figura!25A!se!muestra!una!descripción!de! los!diferentes!mutantes!de! JunB!
utilizados.! Se! realizó! un! análisis! densitométrico! de! las! bandas! obtenidas!
mediante! la! inmunodetección!de! JunB!y! se! representaron!gráficamente! los!
valores!con!el!fin!de!facilitar!su!comparación.!Como!puede!apreciarse!en!la!
gráfica! de! la! Figura! 25C! los! mutantes! con! un! solo! residuo! modificado!
presentan! una! estabilidad! algo! mayor! que! JunB! salvaje,! principalmente!
T255AcJunB!y! S259AcJunB.!La! estabilización! resulta!mucho!más!pronunciada!
en!los!mutantes!múltiples,!sobretodo!en!el!que!posee!los!tres!residuos!S251,!
T255! y! S259! modificados! poniendo! de! manifiesto! el! papel! que! las!
fosforilaciones!de!dichos!residuos!tienen!en!la!estabilidad!de!JunB.!

Para! comprobar! que! el! fosfodegrón! de! JunB! es! el! motivo! de!
reconocimiento!de! la!E3! ligasa!analizamos! la! interacción!de!Fbxw7!con! los!
mutantes!no! fosforilables!de! JunB.!Para!ello! llevamos!a!cabo!un!ensayo!de!
coinmunoprecipitación! de! proteínas! en! células! U2OS! cotransfectadas! con!
Fbxw7α! y! con! JunB! salvaje! o! sus! mutantes! S251A/T255AcJunB! o!
S251A/T255A/S259AcJunB!(Figura!26).!

!
Figura 26: Las fosforilaciones en la S251, T255 y S259 son necesarias para la 
interacción de JunB con Fbxw7 in vivo. Células U2OS se cotransfectaron con JunB 
salvaje o sus mutantes en el fosfodegrón, etiquetados todos con el epítopo HA y Flag-
Fbxw7α. 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 inmunodetección de 
Fbxw7 y JunB se utilizaron los anticuerpos anti-Flag y anti-HA respectivamente. 

Se! observa! que! la! interacción! entre! Fbxw7! y! el! mutante! disminuye!
considerablemente,!resaltando!la!importancia!de!las!fosforilaciones!de!JunB!
en!la!unión!a!la!E3!ligasa.!La!interacción!con!el!mutante!S251A/T255AcJunB,!sin!
embargo,!no!se!ve!muy!afectada.!Esto!podría!deberse!al!papel!fundamental!
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que!juega!la!fosforilación!de!la!S259!en!la!interacción!con!Fbxw7.!De!hecho,!
en!el!análisis!de!las!vidas!medias!ya!se!observa!que!este!mutante!no!es!tan!
estable!como!el!mutante!S251A/T255A/S259AcJunB!(Figura!25).!

Finalmente,!para!determinar!si!la!ubicuitinación!de!JunB!mediada!por!
Fbxw7!es!depediente!de!la!fosforilación!de!JunB!en!el!CPD!se!analizaron!los!
conjugados!de!ubicuitina!formados! in#vivo#en!JunB!salvaje!y!en!su!mutante!
S251A/T255A/S259AcJunB.!Para!ello!células!U2OS!se!transfectaron!con!Fbxw7α!
junto! con! ubicuitina! marcada! con! histidinas! y! JunB! salvaje! o!
S251A/T255A/S259AcJunB!y!se! trataron!con!el! inhibidor!de!proteasoma!MG132!
durante!6!h!para!prevenir!la!degradación!de!las!proteínas!ubicuitinadas.!Las!
células! se! lisaron! en! condiciones! desnaturalizantes! para! eliminar! las!
interacciones!proteicas!no!covalentes!así!como!para!prevenir!la!degradación!
o! desubicuitinación! de! los! conjugados! proteínacubicuitina.! Estos! se!
purificaron! mediante! la! retención! específica! de! las! proteínas! unidas! a!
histidinas! (Figura! 27).! Consistente! con! los! resultados! del! ensayo! de!
coinmunoprecipitación!la!ubicuitinación!del!mutante!S251A/T255A/S259AcJunB!
se!redujo!considerablemente!en!comparación!con!JunB!salvaje.!Además,!las!
células!cotransfectadas!con!Fbxw7α!muestran!una!mayor!ubicuitinación!de!
JunB! salvaje! indicando! que! Fbxw7α! promueve! la! ubicuitinación! de! JunB!
dependiendo!de!su!fosforilación.!!

!
Figura 27: La ubicuitinación de JunB depende de las fosforilaciones en la S251, 
T255 y S259. Células U2OS se cotransfectaron con JunB salvaje o con el triple mutante 
S251A/T255A/S259A-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 Ni2+-NTA y se 
analizaron junto con el extracto proteico total mediante western blot con anti-JunB. 
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(F) Ubiquitylation of JunB mediated by FBXW7 is dependent on phosphorylation at S251, 
T255 and S259. U2OS cells were transiently co-transfected with the indicated plasmids and 
treated with the proteasome inhibitor MG132 for 6 h before cell lysates were prepared. 
Ubiquitin conjugates were affinity purified from protein extracts by talon affinity 
chromatography and probed for JunB by immnunoblotting. 
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En!resultados!poner:!la!lisis!celular!se!llevó!a!cabo!en!condiciones!desnaturalizantes!
(cloruro!de!guanidinio!6M)!para!prevenir!la!degradación!o!deubicui;nación!de!los!
conjugados!proteína>ubicui;na!(Treier!1994)!
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4. GSK3β%regula%la%estabilidad%de%JunB%en%G2%%

Para! analizar! si! la! degradación! de! JunB! en! G2! tardía! depende! de!
GSK3β!analizamos,!en!primer!lugar,! la!posible!correlación!entre!los!niveles!
de!JunB!endógeno!y!la!activación!de!GSK3,!determinada!por!sus!niveles!de!
fosforilación! en! la! S9,! en! células! U2OS! sincronizadas.! Las! células! se!
sincronizaron!en!la!transición!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! disminución!de! los! niveles! de! JunB! en!
esta! fase! del! ciclo! celular.! La! progresión! a! través! del! ciclo! fue! seguida!
mediante!el!análisis!del!contenido!en!ADN!de!las!células!por!citometría!de!
flujo! (Figura! 28B).! Consistente! con! resultados! ya! publicados! (Bakiri! et! al.,!
2000;!Farras!et!al.,!2008)!tras!la!liberación!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!drástica!transcurridas!entre!12!y!14!
h! (Figura! 28A).! A! las! 14! h! las! células! se! encuentran!mayoritariamente! en!
mitosis,! como! puede! apreciarse! por! la! acumulación! de! las! células! en! la!
región!G2/M!del!histograma!procedente!del!citómetro!(Figura!28B)!y!por!el!
aumento! en! los! niveles! de! la! Ciclina! B1! (Figura! 28A).! La! variación! de! los!
niveles!de!Ciclina!A2!sirve!también!como!indicador!de!la!progresión!de!las!
células! en! mitosis,! ya! que! su! degradación! comienza! en! prometafase! y! se!
completa!en!metafase,!precediendo!a!la!degradación!de!la!Ciclina!B1!(Fung!
&!Poon,!2005)!!

La!comparación!entre! la!variación!en! los!niveles!de! JunB!y! los!de! la!
forma! fosforilada! e! inactiva! de! GSK3β! muestran! una! aumento! de! la!
actividad!de!GSK3!(indicada!por!la!disminución!de!su!fosforilación!en!la!S9)!
coincidiendo! con! el!momento!de! la! degradación!de! JunB! en!G2! tardía.! La!
fosforilación!de!GSK3β!en! la!S9!aumenta!en!células!mitóticas!coincidiendo!
con!lo!descrito!por!(Wakefield!et!al.,!2003)!!

Por!otro! lado,! la! fosforilación!de! JunB!en! la!S259!se!detecta!desde!el!
inicio!de! la!sincronización!y!parece!seguir!el!mismo!patrón!que! los!niveles!
totales!de!JunB,!mientras!que!las!fosforilaciones!en!la!T255!y!la!S251!fueron!
imposibles! de! detectar.! Esto! es! consistente! con! el! papel! inicial! de! la!
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fosforilación!en!la!S259!necesario!para!que!GSK3!fosforile!la!T255!y!la!S251.!
La! rápida! degradación! de! JunB! tras! la! fosforilación! de! estos! residuos! es,!
probablemente,!la!causa!de!que!no!pudieran!detectarse!por!western!blot.!!

!

!
Figura 28: GSK3β está activa en el momento de la degradación de JunB. (A) Se 
sincronizaron células U2OS mediante un doble bloqueo con timidina y tras liberarlas del 
bloqueo se añadió nocodazol al medio para detener la progresión de las células en mitosis. 
Se prepararon extractos proteicos de células recogidas a los tiempos indicados y se 
analizaron mediante western blot. La inmunodetección se llevó a cabo con anticuerpos 
contra JunB, JunB fosforilado en la S259, Ciclina A2, Ciclina B1, GSK3α/β, GSK3β 
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 mitóticas. (B) Células procedentes de 
la sincronización descrita en el apartado A se fijaron con etanol y se tiñeron con yoduro de 
propidio (PI) para analizar el contenido en ADN mediante citometría de flujo. En el 
histograma superior se observa el perfil de ciclo celular de células en crecimiento 
asincrónico (AS) y se indica la posición de los picos en G1 y en G2/M y la región 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 asincrónico (blanco) para 
visualizar el desplazamiento del pico de células sincronizadas a medida que avanzan por 
el ciclo celular. A T0 las células se hallan mayoritariamente en la transición G1/S y a T18 
en mitosis. 

Fig3.12!!
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A! continuación,! analizamos! si! la! inhibición! de! GSK3β! en! células!
sincronizadas!conducía!a!la!acumulación!de!JunB!endógeno!en!mitosis.!Para!
ello,! sincronizamos! células!U2OS! en! la! transición!G1/S!de! la!misma! forma!
que! se! describe! en! el! experimento! anterior! y! transcurridas! 10! h! desde! la!
liberación!del!bloqueo!en!G1/S!añadimos!el!inhibidor!de!GSK3β!a!las!células!
(Figura! 29).! El! aumento! de! los! niveles! de! Ciclina! A2! y! Ciclina! B1! es!
indicativo!de!la!progresión!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! GSK3β! y! que,! al! igual! que! se!
observaba!en!la!Figura!22,!la!fosforilación!en!la!S259!no!se!ve!afectada!por!la!
inhibición!de!GSK3.!!

!
Figura 29: La inhibición de GSK3β conduce a la acumulación de JunB en el ciclo 
celular. Células U2OS 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 añadió inhibidor de 
GSK3β. La evolución de los niveles de JunB desde G1/S (T0) a mitosis (T16) se siguió 
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! GSK3β! células! UTA6! que! expresan! de! forma! estable! JunB!
salvaje.! Esta! línea! celular! generada! en! el! laboratorio! permite! la! expresión!
condicional! de! JunB!mediante! la! eliminación! de! tetraciclina! del!medio! de!
cultivo.!Una!vez!inducida!la!expresión!de!la!proteína!exógena,!las!células!se!
trataron!con!nocodazol!y!con!el!inhibidor!de!GSK3β.!Las!células!bloqueadas!
en!prometafase!a!consecuencia!del! tratamiento!con!nocodazol!se!separaron!
del! resto,!que!quedaron!mayoritariamente!en!G2,!y!se!analizó! la!expresión!

Fig3B!!

(B and C) Pharmacological inhibiton of GSK3β impairs JunB degradation in mid/late G2. In (B), U2OS 
30cells were synchronized as in (A) and the GSK3β inhibitor VIII was added to the cells 10 hrs after 
release from the thymidine block. Protein extracts at the indicated times were analysed by immunoblotting 
with antibodies against the indicated proteins 
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proteica!mediante!western!blot!(Figura!30).!Al!inhibir!GSK3β!se!observa!un!
aumento! de! los! niveles! de! JunB! respecto! a! las! células! control,! con! una!
evidente!acumulación!de!JunB!en!células!mitóticas,!confirmando!el!papel!de!
GSK3!en!la!degradación!de!JunB!en!G2!tardía.!De!nuevo!se!observa!que!la!
fosforilación!de! la!S259!no!se!ve!afectada!por! la! inhibición!de!GSK3β,! sino!
que!parece!seguir!el!mismo!patrón!que!JunB!total.!Además,!se!observa!que!
los! niveles! de! Ciclina! A2! aumentan! al! inhibir! la! degradación! de! JunB,!
corroborando! resultados! ya! publicados! sobre! el! papel! de! JunB! en! la!
activación!transcripcional!de!la!Ciclina!A2!(Andrecht!et!al.,!2002;!Farras!et!al.,!
2008).!!

!
Figura 30: JunB se acumula al inhibir GSK3β. Células UTA6 transfectadas de forma 
estable con JunB salvaje etiquetado con el epítopo HA se crecieron en ausencia de 
tetraciclina para permitir la expresión de JunB exógeno y se trataron durante 18 h con 
nocodazol. 6 h antes de recoger las células se incubaron con DMSO o con el inhibidor de 
GSK3β. Se separaron las células mitóticas (M) de las enriquecidas en G2, que 
permanecen más adheridas a la placa de cultivo, y se analizaron los extractos proteicos 
mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-HA, para la detección 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 usó como indicador del enriquecimiento en células 
mitóticas.  

Para! complementar! los! resultados! obtenidos! mediante! ensayos! de!
inhibición! farmacológica! utilizamos!ARN!de! interferencia! para! silenciar! la!
expresión!de!GSK3!en!células!U2OS!que!se!sincronizaron!en!G2/M!mediante!
la!adición!de!nocodazol!(Figura!31).!El!silenciamiento!de!GSK3!total!o!de!su!
isoforma!GSK3β,! pero! no! el! de!GSK3α,! conduce! a! una! disminución! de! la!
fosforilación!de!la!T255,!confirmando!a!GSK3β!como!la!quinasa!responsable!
de!la!fosforilación!de!JunB!en!la!T255!en!G2.!La!fosforilación!en!la!S259!no!
está! afectada! por! el! silenciamiento! de!GSK3,! como! tampoco! lo! está! por! el!

Fig3C!!
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silenciamiento! de! la! Ciclina! A2! o! de! la! Ciclina! B1,! sugiriendo! que! estas!
quinasas!tampoco!son!las!responsables!de!la!fosforilación!de!este!residuo.!

!
Figura 31: La isoforma β de GSK3 es la responsable de fosforilar a JunB en G2. Se 
llevó a cabo el silenciamiento génico de Ciclina A2, GSK3α, GSK3β, GSK3α/β y Ciclina B1 
mediante doble transfección de células U2OS con los siARNs específicos de cada gen. 16 
h antes de recoger las células se añadió nocodazol para enriquecer las células en G2/M y 
se analizaron los extractos proteicos por western blot. La disminución de proteína 
consecuencia del silenciamiento génico se confirmó con anticuerpos contra Ciclina A2, 
Ciclina B1 y GSK3 y los efectos del silenciamiento en las fosforilaciones de JunB se 
analizaron con sus anticuerpos fosfoespecíficos.   

Finalmente,! con! objeto! de! confirmar! que! la! fosforilación! de! los!
residuos! del! fosfodegrón!de! JunB! es! necesaria! para! su! degradación! en!G2!
tardía,!analizamos!la!variación!de!los!niveles!de!JunB!durante!el!ciclo!celular!
en! células! UTA6! transfectadas! de! forma! estable! con! el! mutante!
S251A/T255A/S259AcJunB.! Células! UTA6cControl! y! células! UTA6c
S251A/T255A/S259AcJunB!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! eliminó! la! tetraciclina! (Tc)! del! medio! para! permitir! la!
expresión! de! la! proteína! exógena! (Figura! 32).! A! diferencia! de! JunB!
endógeno,! el! mutante! es! muy! estable! y! no! se! degrada! al! final! de! G2,!
acumulándose! a! medida! que! las! células! alcanzan! la! mitosis.! Además,! 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!señal!que!
se!observa!con!el!anticuerpo!anti! JunB!fosforilado!en! la!S259!en! las!células!
UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB!correspondería!a!JunB!endógeno.!

Fig3D!!
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(D) Depletion of GSK3β inhibits phosphorylation of JunB at S251 and T255. U2OS cells were 
transfected twice with control or Cyclin A2-, Cyclin B1-, GSK3α-, GSK3β- or both GSK3α- and 
GSK3β- specific siRNAs. Nocodazole was added 24 hrs after the last transfection for 16 hr. G2/M- 
enriched cells were harvested, and cell extracts analyzed by immunoblotting with antibodies against 
the indicated proteins.  
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Los! resultados! mostrados! hasta! el! momento! indican! que! la!
degradación! de! JunB! en! G2! tardía! depende! de! la! fosforilación! de! los!
residuos! S251,! T255! y! S259.! Estas! fosforilaciones! son! necesarias! para! la!
interacción!con! la!E3! ligasa!Fbxw7!que!media! la!ubicuitinación!y!posterior!
degradación!de!JunB!por!el!proteasoma!y!en!ellas!juega!un!papel!importante!
la!quinasa!GSK3β!como!responsable!de,!al!menos,!la!fosforilación!en!la!T255.!

!
Figura 32: S251A/T255A/S259A-JunB no se degrada y se acumula a medida que las 
células progresan en el ciclo celular. Células UTA6 transfectadas de forma estable con 
S251A/T255A/S259A-JunB o con el vector vacío 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 eliminó la tetraciclina del medio para permitir la expresión de 
S251A/T255A/S259A-JunB, se añadió nocodazol al medio y se recogieron células a las horas 
indicadas. A T0 las células sincronizadas se hayan en la transición G1/S y a T18 en 
mitosis. Como control de la sincronización se utilizó Ciclina B1 que se acumula en células 
mitóticas. 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 β-Actina. 

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

Además!de! los! residuos! fosforilables!de! JunB!aquí! 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!mutación!a!alaninas!de!los!residuos!
fosforilables! T150! y! S186! conduce! a! una! estabilización! de! JunB! en!mitosis!
(Bakiri!et!al.,! 2000;!Farras!et!al.,! 2008).!Sin!embargo,!al! sincronizar!en!G1/S!
células!UTA6!transfectadas!de!forma!estable!con!el!mutante!T150A/S186AcJunB!
y!analizar!la!variación!de!los!niveles!de!JunB!en!el!ciclo!se!observa!que!este!
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mutante,!aunque!más!estable!que!JunB!salvaje,!continúa!degradándose!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!S259!como!los!residuos!
clave!para!la!estabilidad!de!JunB!en!G2.!!

Una!posibilidad!que!explicaría!el!papel!de!los!residuos!T150!y!S186!en!
la!estabilidad!de!JunB!en!G2!sería!que!su!fosforilación!fuese!necesaria!para!
la!fosforilación!de!los!residuos!del!fosfodegrón.!Para!testar!esta!hipótesis!se!
analizó!en!primer!lugar!la!fosforilación!de!JunB!en!el!residuo!S259!en!células!
UTA6!que!expresan!de!forma!estable!el!mutante!T150A/S186AcJunB!(Farras!et!
al.,! 2008)! en! crecimiento! asincrónico! y! sincronizadas! en! fase! G2! y!mitosis!
(Figura! 33).! La! fosforilación! en! la! S259! se! detecta! tanto! en! las! células! que!
expresan!JunB!salvaje!como!en!las!que!expresan!su!mutante!T150A/S186AcJunB,!
siendo!mayor! en! las! células! con! niveles!más! altos! de! JunB,! acorde! con! lo!
observado! en! experimentos! anteriores.! Se! observa! además! que! el!mutante!
T150A/S186AcJunB,! aunque! más! estable! que! JunB! salvaje,! continúa!
degradándose!antes!de!mitosis.!En!esta!figura!también!puede!apreciarse!que!
en! el! mutante! T150A/S186AcJunB! se! suprime! el! cambio! de! movilidad!
electroforética!que! experimenta! el! JunB! salvaje! que!queda! sin!degradar! en!
mitosis.!#

!
Figura 33: La fosforilación 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/S186A-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 mitóticas (M). Se 
crecieron además células en ausencia de nocodazol para obtener una población en 
crecimiento asincrónico (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!fosforilación!de!la!T255,!así!como!el!posible!efecto!de!
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las!mutaciones!en!la!S251,!la!T255!y!la!S259!en!las!fosforilaciones!en!la!T150!y!
la! S186! se! realizaron! transfecciones! transitorias! en! células!U2OS! con! JunB!
salvaje! o! con! los! mutantes! S251A/T255A/S259AcJunB! o! T150A/S186AcJunB.!
Mediante! el! uso! de! anticuerpos! fosfoespecíficos! se! analizaron! las!
fosforilaciones!de!estos!cuatro!residuos.!Según!se!aprecia!en!la!Figura!34!no!
parece!que!haya! relación!entre! las! fosforilaciones!de!unos!y!otros! residuos!
ya! que! en! el! mutante! T150A/S186AcJunB! los! residuos! T255! y! S259! sí! se!
fosforilan! y! lo!mismo! sucede! con! los! residuos! T150! y! S186! en! el!mutante!
S251A/T255A/S259AcJunB.!

!
Figura 34: Mutaciones en T150 y S186 no afectan a la fosforilación del fosfodegrón 
ni viceversa. Se cotransfectaron células U2OS con JunB salvaje o con sus mutantes 
S251A/T255A/S259A-JunB o T150A/S186A-JunB junto con GFP a modo de control de la 
transfección. Trascurridas 36 h se prepararon extractos proteicos y se utilizaron los 
anticuerpos indicados a la derecha de la figura para la inmunodetección específica de las 
distintas formas fosforiladas de JunB.  

Adicionalmente,! analizamos! los! cambios! en! la! fosforilaciones! de! los!
residuos! T150! y! S186! desde! la! transición!G1/S! a!mitosis! en! células!UTA6c
S251A/T255A/S259AcJunB! sincronizadas! en! G1/S! comparándolos! con! los! que!
suceden! en! células! UTA6ccontrol! y! UTA6cJunB! sincronizadas! en! paralelo!
(Figura!35).!!

La! fosforilación!en! la!S186!se!observa!en!niveles!bajos!a!medida!que!
las! células! progresan! por! el! ciclo! aumentando! finalmente! en! células!
mitóticas.! Este! patrón! se! observa! tanto! en! las! células! control! como! en! las!
células!que!sobreexpresan!JunB!o!su!mutante!S251A/T255A/S259AcJunB,!aunque!
en!estas!últimas!los!niveles!de!fosforilación!son!mayores!a!lo!largo!del!ciclo!
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coincidiendo!con!la!mayor!cantidad!de!proteína!presente.!La!fosforilación!de!
la! T150,! sin! embargo,! parece! restringida! a! células! mitóticas! ya! que! no! se!
observa! aumento! en! su! fosforilación! antes! de! mitosis! en! el! mutante! que!
acumula! JunB.!Se!ha!sugerido!que! la! fosforilación!en! la!T150!está!mediada!
por!el!complejo!CDK2cCiclina!B1!basándose!en!resultados!positivos!de!esta!
fosforilación! in# vitro# (Bakiri! et! al.,! 2000).! En! ese! sentido,! se! observa! que! el!
aumento! en! los! niveles! de! Ciclina! B1! coincide! con! el! aumento! en! la!
fosforilación!de!la!T150.!!

!
Figura 35: Las fosforilaciones en la T150 y la S186 aumentan en mitosis también en 
el mutante S251A/T255A/S259A-JunB. Células UTA6 transfectadas de forma estable con 
JunB salvaje, con su mutante S251A/T255A/S259A-JunB o con el vector vacío (UTA6-Control) 
se sincronizaron en G1/S como se describe en la Figura 32 y se prepararon extractos 
proteicos a los tiempos indicados. A T0 las células se encuentran en la transición G1/S y a 
T18 en mitosis. El incremento en los niveles de Ciclina B1 es indicativo de mitosis. Se 
utilizaron anticuerpos fosfoespecíficos para detectar los residuos T150 y S186 de JunB 
fosforilados.  

6. La%degradación%de%cJun%por%GSK3aFbxw7%no%ocurre%en%G2.%

Otro!miembro!de!familia!APc1,!cJun,!también!es!reconocido!por!la!E3!ligasa!
Fbxw7! para! su! degradación! proteasomal! mediante! un! mecanismo!
dependiente!de!GSK3! similar! al! aquí!descrito!para! JunB.!Esta!degradación!
ocurre!al! final!de! la! fase!G1!en!células!estimuladas!por! la!adición!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!afirmación,!
nosotros!hemos!observado!que!los!niveles!de!cJun!apenas!varían!en!células!
UTA6! sincronizadas! que! avanzan! desde!G1/S! a!mitosis! (Figura! 36).! Se! ha!
descrito!que! la! fosforilación!de!cJun!por! la!quinasa!JNK!en!varios!residuos!
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de! serina! de! su! extremo! N! terminal! conduce! a! una! disminución! de! su!
ubicuitinación! 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,!está!fosforilado!en!
el!periodo!de!G1/S!a!mitosis!(Figura!36)!lo!que!podría!explicar!el!escape!de!
cJun!a!su!degradación!por!GSK3cFbxw7!en!G2/M!cuando! la!quinasa!GSK3!
está!activa.!!

!
Figura 36: A diferencia de JunB, los niveles de cJun no disminuyen en G2/M. Se 
sincronizaron células U2OS en G1/S mediante un doble bloqueo con timidina. Tras la 
liberación del bloqueo, se añadió nocodazol al medio para evitar que las células 
progresasen más allá 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 T0 las células se encuentran en G1/S y a T18 en mitosis. La 
detección de Ciclina A2 y de Ciclina B1 es indicativa de la progresión hacia mitosis. 

La!diferente!regulación!de!JunB!y!cJun!en!G2/M!pone!de!manifiesto!la!
importancia!de!las!modificaciones!postctranscripcionales!en!el!control!de!la!!
estabilidad! proteica! y! la! actividad! transcripcional! de! los! miembros! de! la!
familia!APc1.!

!
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%

%
Resultados%2:%%

Consecuencias%de%la%acumulación%de%
JunB%en%mitosis.%Implicación%en%

neoplasias%humanas.%

1. La% expresión% de%Ciclina%A2% aumenta% en% células% donde% el%
mecanismo%de%degradación%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!
acumulación! del! mutante! JunB! no! degradable! S251A/T255A/S259AcJunB! en!
células!sincronizadas!desde!G1/S!a!mitosis!va!acompañada!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! transcripción,!
analizamos!por!RTcqPCR!los!niveles!de!su!ARN!mensajero!en!células!UTA6c
S251A/T255A/S259AcJunB!en!crecimiento!asincrónico!y!sincronizadas!en!G2!y!M!
(Figura!37).!Comparando!con!las!células!UTA6cControl!se!observa!como!la!
expresión! génica! de!Ciclina# A2! aumenta! en! las! células! que! sobreexpresan!
JunB!de!forma!similar!a!como!lo!hacen!sus!niveles!proteicos.!!

Analizamos! además! los! niveles! de! Ciclina! A2! en! las! células!
DLD1FBXW7c/c!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!
comparación!con!las!células!parentales!DLD1,!la!expresión!génica!de!Ciclina#
A2!aumenta!en!las!células!DLD1FBXW7c/c!!en!las!que!la!!degradación!de!JunB!es!!
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!

!
Figura 37: Los niveles de Ciclina A2 están alterados en las células que expresan de 
forma estable el mutante S251A/T255A/S259A-JunB. (A) Células UTA6 transfectadas de 
forma estable con S251A/T255A/S259A-JunB o con el vector vacío 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 mitóticas (M). Se crecieron además 
células en ausencia de nocodazol para obtener una población en crecimiento asincrónico 
(AS). Se obtuvieron extractos proteicos y se analizaron mediante western blot con los 
anticuerpos contra JunB, Ciclinas A2 y B1 y β-actina. El incremento en los niveles de 
Ciclina B1 indica enriquecimiento en células mitóticas. (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 
expresión de los genes en las células UTA6-S251A/T255A/S259A-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 estándar. 

!

defectuosa,! sobretodo! en! células! mitóticas.! Este! incremento! en! su!
transcripción! 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!(GSK3βcpS9).!Coincidiendo!con!lo!
mostrado! anteriormente! en! células! U2OS! (Figura! 28)! y! con! lo! descrito! en!
células!HeLa! (Wakefield! et! al.,! 2003),! la! actividad! de! GSK3! disminuye! en!
células! mitóticas.! Como! consecuencia,! la! fosforilación! en! la! T255! de! JunB!
también!disminuye.! Se!observa,! además,!que! la! fosforilación!en! la!S259! en!
las!células!DLD1FBXW7c/c!mitóticas!es!mayor!coincidiendo!con!la!acumulación!
de!JunB.!
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!
Figura 38: La deleción de FBXW7 conduce a un aumento de los niveles de Ciclina 
A2. (A) Se analizaron mediante western blot extractos proteicos de células DLD1 y 
DLD1FBXW7-/- en crecimiento asincrónico (AS) o enriquecidas en fase G2 y mitosis (M) 
mediante tratamiento con nocodazol y posterior separación de las poblaciones celulares. 
La inmunodetección se llevó a cabo con anticuerpos contra JunB total y sus formas 
fosforiladas en la S259 y la T255, las Ciclinas A2 y B1, GSK3 total y su isoforma β 
fosforilada en la S9 y GAPDH que se usó como control de carga. La acumulación de 
Ciclina B1 es indicativa del enriquecimiento en células mitóticas. (B) Se extrajo ARN total 
de las mismas poblaciones celulares descritas en A y se analizó la expresión génica de 
Ciclina A2 mediante RT-qPCR normalizando los valores obtenidos respecto al gen de 
referencia GUSB. Los niveles de mRNA en las células DLD1FBXW7-/- se expresaron como 
variación 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 
estándar. 

2. DDX11%es%una%nueva%diana%transcripcional%de%JunB.%

La!degradación!de!JunB!en!la!transición!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!acompañado!de! la!
aparición! de! defectos! mitóticos! (Farras! et! al.,! 2008).! Por! otro! lado,! la!
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disminución!de!Ciclina!A2!es! imprescindible!para!el!correcto!desarrollo!de!
las!fases!finales!de!mitosis!y!se!ha!observado!que!su!sobreexpresión!conduce!
a! un! retraso! del! inicio! de! la! anafase! y! defectos! mitóticos! similares! a! lo!
observado! para! JunB! (den! Elzen! &! Pines,! 2001;! Farras! et! al.,! 2008).! La!
acumulación! de! Ciclina! A2! podría! pues! explicar! los! defectos! mitóticos!
asociados!a!altos!niveles!de!JunB!en!mitosis.!Sin!embargo,!se!ha!comprobado!
que! la! disminución! de! los! niveles! de! Ciclina! A2! mediante! silenciamiento!
génico! no! es! suficiente! para! revertir! el! fenotipo! mitótico! observado! en!
células!que!sobreexpresan!JunB!lo!que!podría! indicar! la!existencia!de!otras!
dianas!transcripcionales!de!JunB!todavía!no!identificadas!que!contribuyan!a!
un!desarrollo!inadecuado!de!la!mitosis!(Farras!et!al.,!2008).!

Con! la! finalidad! de! determinar! si! la! disminución! de! los! niveles! de!
JunB!en!G2!es!necesaria!para!la!expresión!adecuada!de!otros!reguladores!de!
ciclo!celular!aparte!de!Ciclina!A2!se!analizaron!mediante!PCR!cuantitativa!a!
tiempo! real! los! cambios! en! la! expresión! de! 84! genes! involucrados! en! el!
control! del! ciclo! celular! causados! por! la! acumulación! de! JunB! en!mitosis.!
Para!ello! células!UTA6cControl!y!UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB!se! crecieron!
en! ausencia! de! tetraciclina! durante! 48! h! para! permitir! la! expresión! 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!empleó!
una! micromatriz! comercial! de! SABiosciences! con! los! correspondientes!
oligonucleótidos! ya! incluidos! en! ella.! En! el! gráfico! de! la! Figura! 39! se!
compara! la!expresión!normalizada!de!cada!uno!de! los!genes!en! las!células!
UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB!y!las!células!UTA6cControl.!Los!genes!para!los!
que! se! detectó! un! cambio! de! expresión! de! más! de! dos! unidades! están!
indicados.! La! lista! completa! de! los! genes! incluidos! en! la! micromatriz! así!
como!los!correspondientes!cambios!de!expresión!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! expresión! de! este! gen!
está! disminuida! en! las! células! que! sobreexpresan! JunB! no! degradable.!
Adicionalmente!se!observan!variaciones!de!expresión!en!dos!genes!hasta!la!
fecha! no! identificados! como! dianas! transcripcionales! de! JunB:! DIRAS3! y!
DDX11.#Los! niveles! de!mARN! de!DIRAS3,! una! GTPasa! homóloga! a! Ras,!
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aparecen! ligeramente! incrementados! en! las! células! en! las! que! se! acumula!
JunB.! La! variación! más! dramática! la! presenta!DDX11,! cuya! expresión! se!
encuentra! reprimida! algo! más! de! 3.5! veces! en! las! células! UTA6c
S251A/T255A/S259AcJunB.! El! gen! DDX11! codifica! una! helicasa! de! ADN!
implicada!en!la!regulación!de!la!transición!G2/M!y!que!es!importante!para!la!
correcta!cohesión!de! las!cromátidas!hermanas!(Farina!et!al.,!2008;!Parish!et!
al.,!2006).!!

!
Figura 39: Análisis de expresión de genes reguladores de ciclo celular en células 
que sobreexpresan JunB. El gráfico compara la expresión normalizada de 84 genes 
implicados en el control del ciclo celular entre células UTA6 transfectadas de forma estable 
con S251A/T255A/S259A-JunB y células UTA6 transfectadas con el vector vacío a modo de 
control. Las células se crecieron durante 48 h en ausencia de tetraciclina para permitir la 
expresión de la proteína exógena y la expresión génica diferencial se analizó mediante 
una micromatriz de RT-qPCR. Los puntos incluidos en la franja central representan genes 
cuyos cambios de expresión están 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 UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB y el queda por encima corresponde a 
DIRAS3, ligeramente sobreexpresado.  

Para!confirmar!la!represión!de!DDX11!en!las!células!que!expresan!el!
mutante!no!degradable!de!JunB!analizamos!por!RTcqPCR!y!por!western!blot!
los!niveles!de!mARN!y!proteína,!respectivamente,!en!células!en!crecimiento!
asincrónico! y! en! células! sincronizadas! en!G2! y!M.! En! las! tres! poblaciones!
celulares! observamos! una! disminución! de! los! niveles! de!DDX11,! tanto! de!

07/02/13 12:28RT² Profiler PCR Array Data Analysis
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Pos Symbol Group 1
Control
Group

A04 DIRAS3 0.002739 0.001262

B04 CCND1 0.027167 0.082469

D12 DDX11 0.000739 0.002668

H06 HGDC 0.000017 0.000040

A01 ABL1 0.010657 0.017217

A02 ANAPC2 0.002336 0.003852

A03 ANAPC4 0.011662 0.013230

A05 ATM 0.006250 0.010672

A06 ATR 0.010438 0.012259

A07 BAX 0.061554 0.102238

A08 BCCIP 0.056250 0.070316

A09 BCL2 0.002225 0.002920

A10 BIRC5 0.006293 0.004245

A11 BRCA1 0.016723 0.013415

A12 BRCA2 0.018174 0.027017

B01 CCNB1 0.282829 0.456916

B02 CCNB2 0.123108 0.137738

B03 CCNC 0.039775 0.035897

B05 CCND2 0.163572 0.281265

B06 CCNE1 0.043828 0.054034

B07 CCNF 0.016840 0.020905

B08 CCNG1 0.187895 0.239816
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expresión!génica!como!de!proteína,!en! las!células!que!expresan!el!mutante!
no! degradable! de! JunB! comparado! con! les! células! control,! siendo! más!
acusada! en! las! células! sincronizadas! en! G2! y! M! (Figura! 40).! Analizamos!
además!los!niveles!de!mARN!y!de!proteína!de!DDX11!en!células!DLD1FBXW7c
/c!en!crecimiento!asincrónico!y!sincronizadas!en!G2!y!M!y!se!confirmó!que!la!
acumulación!de!JunB!debido!a!su!degradación!defectuosa!en!G2/M!conduce!
a!la!represión!transcripcional!de!DDX11!(Figura!40).!

!
Figura 40: La degradación defectuosa de JunB reprime DDX11 en células mitóticas. 
(A) Células UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB y UTA6-control crecidas en ausencia de 
tetraciclina y células DLD1 y DLD1FBXW7-/- se sincronizaron en G2/M mediante la adición de 
nocodazol y se separaron las poblaciones celulares enriquecidas en células en fase G2 de 
las células mitóticas (M). AS son células en crecimiento asincrónico. 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 
estándar. (B) Extractos proteicos de las células descritas en A se analizaron mediante 
western blot utilizando anticuerpos contra JunB, DDX11 y β-Actina. 

!

Adicionalmente,! disminuimos! la! expresión! de! JunB! en! células!
DLD1FBXW7c/c! sincronizadas!en!G2!y!M!mediante! transfección!con!un!siARN!
específico!de!JunB.!La!reducción!en! los!niveles!de!JunB!va!acompañada!de!
un!aumento!de!DDX11!(Figura!41)!!
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!
Figura 41: El restablecimiento de niveles bajos de JunB en células DLD1FBXW7-/- 
mitóticas da lugar a un incremento de los niveles de DDX11. Células DLD1FBXW7-/- se 
transfectaron con siARN específico de JunB (siJunB-792) o con un siARN control y 
posteriormente se trataron con nocodazol durante 16 h. Las células mitóticas (M) se 
separaron de las enriquecidas en fase G2 y sus extractos proteicos se analizaron 
mediante western blot con anticuerpos contra JunB, DDX11 y β-Actina. 

Finalmente,! transfectamos! células! HeLa! con! JunB! y! analizamos! la!
expresión!génica!de!DDX11!en!células!sincronizadas!en!G2!y!M!(Figura!42).!
La!sobreexpresión!de!JunB!salvaje!en!estas!células!es!suficiente!para!causar!
la! represión! de! DDX11! confirmando! el! papel! de! esta! proteína! en! la!
regulación!transcripcional!de!esta!helicasa!de!ADN.!

!
Figura 42: La sobreexpresión de JunB exógeno en células HeLa reprime DDX11. (A) 
Se transfectaron células HeLa con wt-JunB-HA o con el vector vacío 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 vacío. Los datos representan la media de triplicados y las 
barras de error corresponden a las desviaciones estándar. (B) Mediante western blot se 
analizaron los niveles de JunB exógeno en las células transfectadas utilizando un 
anticuerpo contra HA. La detección de Ciclina B1 indica el enriquecimiento en células 
mitóticas y GAPDH se utilizó como control de carga.  

JunB! se! une! preferentemente! a! secuencias! consenso! en! el! ADN!
conocidas! como! secuencias!APc1/CRE!y!APc1/TRE! (Eferl!&!Wagner,! 2003).!
El!análisis!de!la!secuencia!genómica!de!DDX11!reveló!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!inmunoprecipitó!la!cromatina!
con! el! anticuerpo! anticJunB! en! células! UTA6cControl! y! UTA6c
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Figure S5. Depletion of JunB prevents repression of DDX11 in DLD1FBXW7-/- 
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siRNAs and further treated with nocodazole. G2-enriched cells or prometaphase cells 
were harvested and cell extracts analyzed by immunoblotting with antibodies against 
the indicated proteins.  
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S251A/T255A/S259AcJunB,!crecidas!durante!24!h!en!ausencia!de!tetraciclina!para!
inducir!la!expresión!de!JunB!exógeno,!y!en!células!!DLD1!y!DLD1FBXW7c/c.!Los!
fragmentos! de! ADN! inmunoprecipitados! se! analizaron! mediante! qPCR!
utilizando! oligonucleótidos! diseñados! para! amplificar! específicamente! tres!
regiones! del! promotor! de! DDX11! conteniendo! los! potenciales! sitios! de!
unión!de! JunB.!En! la!Figura!43A!se!muestra!un!esquema!del!promotor!de!
DDX11!donde!se!indican!las!tres!regiones!amplificadas.!!

!
Figura 43: JunB se une al promotor de DDX11. (A) Esquema del promotor de DDX11. 
La flecha indica el sitio de inicio de la transcripción y ATG el de la traducción. Los 
rectángulos representan exones, la línea discontinua intrones y los óvalos sitios TRE/CRE 
con su posición respecto al inicio de la transcripción indicada arriba. Las regiones 
amplificadas por PCR y su posición relativa se indican debajo de cada sitio TRE/CRE y se 
nombran con las letras A, B y C. (B) Se inmunoprecipitó la cromatina con anticuerpo anti-
JunB en células DLD1 y DLD1FBXW7-/- y células UTA6-Control y UTA6-S251A/T255A/S259A-
JunB estimuladas durante 24 h en ausencia de tetraciclina. Las regiones A, B y C 
descritas en el apartado A se amplificaron mediante RT-qPCR. Los datos se expresan 
como enriquecimiento de la región de interés en el inmunoprecipitado respecto a su control 
negativo (inmunoprecipitación sin anticuerpo) y normalizados respecto a una región del 
promotor de GAPDH. Los datos representan la media de triplicados y las barras de error 
corresponden a las desviaciones estándar. 

En!las!células!control!(DLD1!y!UTA6cControl)!se!observa!la!unión!de!
JunB! endógeno!a! la! región!A,!que! incluye! el! sitio!de!unión! centrado! en! la!
posición! c399!del!promotor!de!DDX11# (Figura!43B).! Las! células! en! las!que!
JunB! se! acumula! debido! a! su! degradación! defectuosa,! esto! es,! células!
DLD1FBXW7c/c! y!UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB,!muestran!una!mayor!unión!de!
JunB! a! esa! región! así! como! a! la! región!B! centrada! en! la! posición! +701! del!
promotor!de!DDX11.!También!se!observa!unión!de!JunB!endógeno!al!sitio!C!
centrado! en! la! posición! +4089! del! promotor! de! DDX11! y! un! ligero!
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incremento! en! dicha! unión! en! las! células! que! acumulan! JunB.! Estos!
resultados!demuestran!la!unión!in#vivo!de!JunB!al!promotor!de!DDX11.!!!

3. La%represión%de%DDX11%causa%defectos%de%cohesión%en%las%
cromátidas%hermanas.%

Se! ha! descrito! que! la! depleción! de! DDX11! en! células! HeLa! conduce! a!
defectos! de! cohesión! de! las! cromátidas! hermanas! y! retraso! en! mitosis!
(Parish! et! al.,! 2006).! Para! comprobar! si! la! represión! de!DDX11! producida!
como!consecuencia!de!la!acumulación!de!JunB!en!mitosis!conduce!a!defectos!
mitóticos! como! los! descritos! se! visualizaron! al! microscopio! cromosomas!
metafásicos!de!células!UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB.!!

Para!analizar!si!la!separación!entre!los!centrómeros!estaba!alterada!se!
realizaron! ensayos! FISH! marcando! específicamente! el! centrómero! del!
cromosoma! 7.! La!detección!de!una!única! señal! fluorescente! indica! que! los!
cromosomas!están!fuertemente!unidos!y,!por!tanto,!!no!se!pueden!distinguir!
las! dos! señales! de! los! centrómeros! (Figura! 44A! panel! izquierdo).! La!
detección! de! dos! señales! indica,! por! el! contrario,! separación! entre! los!
centrómeros!(Figura!44A!panel!derecho).!El!25%!de!las!metafases!de!células!
UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB! analizadas! mostró! una! distancia! media! de!
separación!entre!los!centrómeros!de!0.51±0.2!|m,!indicando!la!presencia!de!
defectos!de!cohesión!centrómerica!en!estas!células.�!

En!los!paneles!de!la!Figura!44!se!observa!que!las!células!con!cohesión!
normal!de! sus! cromosomas!metafásicos!muestran!una!unión!muy!estrecha!
entre! sus! pares! de! cromátidas.! Sin! embargo,! en! aquellas! con! defectos! de!
cohesión! los! cromosomas! aparecen!menos! compactados! y! con! una!mayor!
separación! entre! las! cromátidas! hermanas! tanto! a! la! altura! de! los!
centrómeros! como! entre! los! brazos.! Al! contabilizar! los! cromosomas!
metafásicos! con! defectos! de! cohesión! en! células! UTA6cS251A/T255A/S259Ac
JunB!se!obtuvo!un!porcentaje!del!31%!frente!al!13%!obtenido!para!las!células!
UTA6cControl! (Figura! 44C).! La! pérdida! de! cohesión! de! las! cromátidas!
hermanas! en! las! células! UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB! se! recuperó! al!
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transfectarlas! con! DDX11! (Figura! 44D)! indicando! el! papel! crítico! que! la!
represión!de!DDX11!debida!a!la!acumulación!de!JunB!en!mitosis!tiene!en!la!
manifestación!del!fenotipo!mitótico!observado!en!estas!células.!!

!
Figura 44: La degradación defectuosa de JunB conduce a defectos de cohesión en 
las cromátidas hermanas. (A) Células UTA6-Control y UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB se 
crecieron durante 72 h en ausencia de tetraciclina para inducir la expresión de JunB y 2 h 
antes de fijar las células se les añadió colcemida. El ADN se tiñó con DAPI y se utilizó una 
sonda específica para marcar el centrómero del cromosoma 7. Se muestran paneles 
representativos de células visualizadas al microscopio confocal sin separación entre los 
centrómeros de cromátidas hermanas (metafase normal) y con separación anormal de los 
centrómeros (metafase con defectos de cohesión). (B) Se prepararon células como las 
descritas en A y se utilizó la tinción de Wright para la visualización de los cromosomas al 
microscopio. Se muestran paneles representativos de células metafásicas normales y con 
defectos de cohesión. (C) Se contabilizaron las células descritas en B que presentan 
defectos de cohesión en las cromátidas hermanas. El gráfico muestra el porcentaje de 
metafases que presentan defectos de cohesión de un mínimo de 100 metafases 
analizadas en cada línea celular. (D) Células UTA6-S251A/T255A/S259A-JunB se 
transfectaron con DDX11 o con el vector vacio en ausencia de tetraciclina y transcurridas 
72 h se analizaron sus cromosomas metafásicos al microscopio. El gráfico muestra el 
porcentaje de células metafásicas con defectos de cohesión. Al menos 100 metafases de 
cada línea celular fueron analizadas.    
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4. El% mecanismo% de% degradación% de% JunB% está% alterado% en%
linfoma%anaplásico%de%células%grandes%ALK%positivo.%

La!expresión!de!JunB!está!incrementada!en!el!linfoma!anaplásico!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! cromosómicas! que! implican! al!
locus!ALK.! Una! de! las!más! frecuentes! es! la! que! resulta! en! la! proteína! de!
fusión! NPMcALK! en! la! que! la! quinasa! de! linfoma! anaplásico! ALK! está!
constitutivamente! activada! y! contribuye! de! manera! crítica! a! la!
linfomagénesis!(Amin!&!Lai,!2007;!Medeiros!&!ElenitobacJohnson,!2007).!!

Para! estudiar! si! la! degradación! de! JunB! en!G2! está! alterada! en! este!
tipo! de! linfoma,! células! derivadas! de! LACG! portadoras! de! la! proteína! de!
fusión!NPMcALK!(células!Karpas!299!(Kc299)!y!SUcDHL1)!así!como!células!
derivadas!de! linfocitos!T! con! expresión!normal!de! JunB! (células! Jurkat)! se!
sincronizaron! en!G2/M!mediante! la! adición! de! nocodazol! y! los! niveles! de!
proteína!se!analizaron!mediante!western!blot.!Se!observó!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!fosforilación!de!JunB!en!
la!S259!se!mantienen!elevados!en!G2/M!en!las!células!Kc299!y!SUcDHL1.!

!
Figura 45: JunB se acumula en células prometafásicas derivadas de linfoma 
anaplásico de células grandes. Se prepararon extractos proteicos de células T 
derivadas de leucemia linfoblástica aguda (Jurkat) y de linfoma anaplásico de células 
grandes (K-299 y SU-DHL1) sincronizadas en G2/M mediante tratamiento con nocodazol 
durante 24 h o en crecimiento asincrónico (AS). La expresión de JunB se analizó mediante 
western blot con anticuerpos contra JunB total y JunB fosforilado en la S259. La 
inmunodetección de Ciclina B1 se utilizó como indicador del enriquecimiento en células 
mitóticas y la de GAPDH como control de carga.  

Las!células!de!linfoma!anaplásico!de!células!grandes!que!expresan!la!
oncoproteína!quimérica!NPMcALK! tienen! activada!de!manera! constitutiva!
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la! ruta! PI3K/AKT! (Slupianek! et! al.,! 2001).! Se! ha! descrito! que! la! activación!
constitutiva! de! esta! ruta! conduce! a! una! disminución! sustancial! de! la!
actividad!de!GSK3β!debido!a!su! fosforilación!en! la!S9!por! la!quinasa!AKT!
(Singh!et!al.,!2009).!Como!GSK3β!juega!un!papel!fundamental!en!el!marcaje!
de! JunB!para! su!degradación!proteasomal! la! inhibición!de! esta!quinasa! en!
LACG!ALK+! estaría! alterando! la! degradación! de! JunB! en! G2! tardía.! Con!
objeto! de! confirmar! esta! idea,! células! Karpas! 299! y! células! SUcDHL1! se!
sincronizaron!en!G2/M!mediante! la!adición!de!nocodazol!y!se!trataron!con!
concentraciones! crecientes! del! inhibidor! específico! de! PI3K,! LY294002.! La!
inhibición!de!PI3K!conduce!a!una!activación!de!la!quinasa!GSK3!que!puede!
comprobarse! analizando! la! disminución! de! la! fosforilación! de!GSK3! en! la!
S21! (GSK3α)! y! en! la! S9! (GSK3β),! formas! inactivas! de! la! proteína.! En! la!
Figura! 46! puede! observarse! como! a! medida! que! aumenta! la! dosis! del!
inhibidor!de!PI3K,!disminuye! la! fosforilación!en! la!S21! (GSK3α)!y!en! la!S9!
(GSK3β),!indicando!que!hay!activación!de!GSK3,!y!los!niveles!de!JunB!y!de!
JunB!fosforilado!en!la!S259!disminuyen.!En!estas!condiciones,!la!adición!del!
inhibidor! del! proteasoma! MG132! inhibe! la! degradación! de! JunB!
manteniendo! sus! niveles! similares! a! los! de! la! muestra! sin! tratar.! Estos!
resultados! confirman!que! la! inactivación!de!GSK3β!por!AKT!mediada!por!
NPMcALK! estabiliza! a! JunB! y! contribuye! a! su! acumulación! en!mitosis! en!
células!tumorales!LACG!ALK+.!

!
Figura 46: Alteración del mecanismo de degradación 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 añadió 
además 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, GSK3α/β, GSK3α/β fosforilado en la S21/S9 y GAPDH. El 
anticuerpo GSK3α/β-pS21/S9 permite visualizar la forma inactiva de GSK3. 
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(B) PI3K/AKT activity modulates JunB protein turnover. Karpas-299 and SU- DHL1 cells were 
treated with increasing concentrations of LY294002 or with both LY294002 and MG132. 
Immunoblotting showed concentration-dependent decrease in JunB and JunB phosphorylated at 
S259. A decrease in the level of inactive pGSK3β (phosphorylated at S9) was also observed.  
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5. Células%derivadas%de%LACG%presentan%niveles%reprimidos%
de% DDX11% y% defectos% de% cohesión% en% las% cromátidas%
hermanas.%

Tras!comprobar!que!el!mecanismo!de!degradación!de!JunB!está!alterado!en!
células! derivadas! de! LACG! quisimos! comprobar! si! en! estas! células! la!
acumulación! de! JunB! en! mitosis! conduce! a! la! represión! de! la! helicasa!
DDX11!y!a!defectos!en!la!cohesión!de!las!cromátidas!hermanas!al!igual!que!
ocurre! en! las! células! que! expresan! el! mutante! no! fosforilable! de! JunB!
(células! UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB).! En! el! western! blot! de! la! Figura! 47!
observamos!que!los!niveles!de!DDX11!en!las!células!Karpas!299!y!SUcDHL1!
disminuyen!respecto!a!los!observados!en!células!Jurkat!donde!JunB!no!está!
sobreexpresado.! Se! observa! además! 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.!

!!
Figura 47: Células derivadas de LACG ALK+ presentan bajos niveles de DDX11. Se 
analizó la expresión de DDX11 mediante western blot en células Jurkat, K-299 y SU-DHL1 
sincronizadas en G2/M mediante tratamiento con nocodazol o en crecimiento asincrónico 
(AS). La inmunodetección se realizó con anticuerpos contra JunB, DDX11, Ciclinas A2 y 
B1 y GAPDH. La Ciclina B1 se utilizó como marcador mitótico. 

Seguidamente,!decidimos!disminuir!los!niveles!de!JunB!para!revertir!
el! fenotipo! observado.! Para! ello! se! transfectaron! células! Karpas! 299! con!
siARN!contra!JunB.!La!disminución!de!los!niveles!de!JunB!en!células!Karpas!
299!sincronizadas!en!G2/M!corrige!tanto!la!disminución!de!DDX11!como!la!
acumulación!de!Ciclina!A2!observadas!en!estas!células!(Figura!48)!
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Figure 7. Deregulation of the GSK3β-JunB axis and DDX11 downregulation in ALK- 
positive ALCL cell lines. (A) Expression of JunB and DDX11 in the ALK-positive ALCL cell 
lines Karpas-299 and SU-DHL1 and in CD30-Jurkat T-cell acute lymphoblastic leukemia cells. 
Cells were treated with nocodazole (G2/M) for 24 h and harvested. Nocodazole untreated 
cultures were also grown for asynchronous cells (AS). Protein extracts were analyzed by 
immunoblotting with antibodies against JunB, DDX11, Cyclin A2, Cyclin B1 and GAPDH. 
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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 disminución de Ciclina A2. Se realizó una doble 
transfección con un siARN específico de JunB (siJunB-792) o un siARN control en células 
Karpas 299. Transcurridas 24 h se añadió nocodazol al medio para sincronizar las células 
en G2/M o bien se dejaron crecer en ausencia de nocodazol para obtener una población 
celular en crecimiento asincrónico (AS). Se prepararon extractos proteicos y se analizaron 
mediante western blot utilizando anticuerpos contra las proteínas indicadas. El incremento 
de los niveles de Ciclina B1 en las células sincronizadas en G2/M es indicativo del 
enriquecimiento en células mitóticas. 

Finalmente,!analizamos!la!cohesión!de!las!cromátidas!hermanas!en!las!
células! Karpas! 299! y! SUcDHL! mediante! análisis! al! microscopio! de!
cromosomas! metafásicos! detectándose! un! alto! porcentaje! de! defectos! de!
cohesión.!En!la!Figura!49!se!muestran!ejemplos!de!cromosomas!metafásicos!
de! células! Kc299! y! SUcDHL1! en! los! que! puede! apreciarse! una! separación!
prematura! de! los! centrómeros! y! cromátidas! hermanas! completamente!
separadas.!!

!
Figura 49: Células LACG presentan defectos de cohesión en sus cromátidas 
hermanas. Se analizaron al microscopio cromosomas metafásicos de células Karpas-299 
y SU-DHL1 teñidos con tinción de Wright. Se muestran paneles representativos de 
metafases con cohesión defectuosa de las cromátidas hermanas. El gráfico muestra los 
porcentajes de células metafásicas con defectos de cohesión contabilizadas en cada línea 
celular. Se analizaron al menos 100 metafases en cada caso procedentes de tres 
experimentos independientes. Las barras de error corresponden a las desviaciones 
estándar. 
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(E) Depletion of JunB results in up-regulation of DDX11 and down- regulation of Cyclin A2 in G2/M 
Karpas 299 cells. Karpas 299 cells were transfected twice with control or JUNB-specific siRNAs. 
Nocodazole was added 24 hrs after the last transfection for another 24 hrs to enrich for cells in G2/M. 
Cells were harvested and cell extracts analyzed by immunoblotting with antibodies against the indicated 
proteins.  
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En! conjunto,! estos! datos! indican! que! la! estabilización! de! JunB! da!
lugar!a!una!cohesión!anormal!de!las!cromátidas!hermanas!en!células!LACG!
ALK+! vía! represión! de!DDX11! y! pone! de!manifiesto! la! importancia! de! la!
desaparición!fisiológica!de!JunB!al!final!de!G2!para!un!correcto!desarrollo!de!
la!mitosis.!

!
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%

%

Resultados%3:%%

Identificación%de%nuevas%dianas%
transcripcionales%de%JunB%implicadas%en%

el%control%del%ciclo%celular.%

1. El%silenciamiento%de%JunB%da%lugar%a%una%menor%población%
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!
aparición!de!defectos!mitóticos!y,!sin!embargo,!son!elevados!durante!la!fase!
S! y! el! inicio! de! G2.! Tras! estudiar! las! consecuencias! aberrantes! de! su!
acumulación!en!mitosis,!nos!preguntamos!si!la!ausencia!de!JunB!alteraría!el!
correcto!desarrollo!del! ciclo! celular.#Para! ello,! analizamos!el!perfil!de! ciclo!
celular!mediante!citometría!de!flujo!en!células!U2OS!en!las!que!la!expresión!
de! JunB! fue! silenciada! mediante! ARN! de! interferencia.! Se! utilizaron! dos!
oligonucleótidos! de! ARN! de! interferencia! distintos! dirigidos! contra! JunB!
(siJunBc792! y! siJunBc848)! (Figura! 50).! Ambos! siARNs! conducen! a! una!
notable!disminución!de!los!niveles!del!mARN!de!JunB!que!se!acompaña!de!
una! disminución! de! sus! niveles! proteicos,! si! bien! siJunBc792! posee!mayor!
capacidad! de! silenciar! que! siJunBc848! (Figura! 50A).! En! los! histogramas!
representados!en! la!Figura!50C!que!muestran! la!distribución!de! las!células!
entre!las!diferentes!fases!del!ciclo!celular!observamos!una!!disminución!de!la!!
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!

!
Figura 50: El número de células en fase S disminuye al silenciar JunB. (A) Células 
U2OS 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 expresión de JUNB en las células tratadas con los siARNs dirigidos contra él se 
expresan como expresión relativa respecto de las células transfectadas con siCt. Los 
datos representan la media de triplicados y las barras de error corresponden a las 
desviaciones estándar. (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 usó como control de carga. (C) Células U2OS 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 fluoróforo que reacciona específicamente con 
el EdU y, mediante citometría de flujo multiparamétrica, se detectó simultáneamente el 
contenido en ADN y la incorporación de EdU a las células. Las células situadas en el pico 
de la izquierda de los histogramas se encuentran en fase G1, las que están 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 gráficos inferiores las células positivas para 
EdU son las que se sitúan por encima de la línea discontinua. En función del contenido en 
ADN y de si son positivas para EdU se han delimitado las regiones correspondientes a 
células en G1, S y G2/M. 
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región! 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!más!exacta!del!número!de!células!en!fase!S!realizamos!un!
ensayo!de! incorporación!de!EdU,! nucleósido! análogo! a! la! timidina! que! se!
incorpora! al! ADN! a! medida! que! este! se! sintetiza.! Gracias! a! la! posterior!
unión!de!un!fluoróforo!al!EdU,!es!posible!detectar!por!citometría!de!flujo!las!
células!positivas!para!EdU!que! serán!aquellas!que! se! encuentran!en! fase!S!
activa.!La!incorporación!de!EdU!al!ADN!es!mucho!menor!en!las!células!con!
JunB!silenciado,!sobre!todo!en!las!silenciadas!con!el!oligonucleótido!siJunBc
792,! lo! que! apunta! a!un! importante!papel!de! JunB!para! la! entrada! en! esta!
fase!del!ciclo!celular.!!

2. Identificación% de% genes% diferencialmente% expresados% al%
silenciar%JunB%en%células%U2OS%

Para! identificar! los!genes! cuya!expresión! se!ve!alterada!al! silenciar! JunB!y!
que! pueden!dar! lugar! a! la! disminución!de! células! en! fase! S! descrita! en! el!
apartado! anterior! realizamos! un! análisis! transcriptómico! comparando! los!
niveles!de!mARNs! en! células!U2OS! con! la! expresión!de! JunB! silenciada!y!
células!control.!!

Células! U2OS! se! transfectaron! con! un! control! negativo! de! siARN!
(siCt)!o!con!cada!uno!de!los!dos!siARNs!dirigidos!contra!JunB!(siJunBc792!y!
siJunBc848)!y!48!h!después!se!extrajo!el!ARN!total!de!las!células!y!se!envió!a!
la!Unidad!de!Investigación!Genómica!del!CRPcSanté,!en!Luxemburgo,!para!
su!hibridación! en!una!micromatriz! comercial!de!Affymetrix! y! la!detección!
de! los! genes! diferencialmente! expresados.! Los! cambios! de! expresión!
obtenidos! indican! la! expresión! génica! relativa! en! las! células! con! JunB!
silenciado!respecto!a!las!células!control!y!los!datos!se!filtraron!en!función!del!
método! estadístico! FDR! (False# Discovery# Rate)! considerando! significativos!
aquellos! con! un! FDR! <! 0.05.! Se! encontraron! 1860! genes! diferencialmente!
expresados! al! comparar! las! células! transfectadas! con! siJunBc792! con! las!
células!control,!de!los!cuales!866!tenían!una!expresión!mayor!en!las!células!
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con!JunB!silenciado!y!los!994!restantes!una!expresión!menor!(Tabla!A.2!del!
Anexo,!CD!adjunto).!En!el!caso!del!silenciamiento!con!siJunBc848!el!número!
de! genes! con! expresión! diferencial! disminuyó! 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!sólo!una!
fracción! 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!siARNs!(Figura!51!y!Tabla!A.4!del!Anexo,!CD!adjunto).!!

!
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 U2OS transfectadas con siJunB-792 o siJunB-848 y 
células control, así como los subconjuntos de genes que presentan una expresión 
incrementada al silenciar JunB respecto a las células control o disminuida (FDR<0.05). 
Mediante diagramas de Venn se muestra el número de genes cuya expresión 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!
expresión! de! genes! según! se! silencie! JunB! con! un! siARN! u! otro! podría!
deberse! a! efectos! inespecíficos!de! los! siARNs! contra! otros!miembros!de! la!
familia!APc1.!Analizamos!los!cambios!de!expresión!de!los!miembros!de!las!
familias! Jun!y!Fos! obtenidos!del! análisis! transcriptómico! antes!del! filtrado!
en! función! del! valor! FDR! y! sus! niveles! proteicos! mediante! western! blot!
(Tabla!8!y!Figura!52).!Lo!primero!que!cabe!destacar!es!la!mayor!disminución!
de! los! niveles! de! JunB! al! silenciar! su! expresión! con! el! oligonucleótido!
siJunBc792! comparado! con! el! siJunBc848,! confirmando! la! mayor! eficiencia!

755# 111# 474#

(866)# (585)#

859# 135# 787#

(994)# (922)#

siJunB-792 vs siCt 
(1860)#

siJunB-848 vs siCt 
(1507)#

Genes que aumentan su expresión 
al silenciar JunB  

Genes que disminuyen su expresión 
al silenciar JunB   
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del!primero!como!ya!se!apreciaba!en!el!análisis!por!RTcqPCR!mostrado!en!la!
Figura!50.!!

Tabla%8:%Cambios%de%expresión%respecto%a%las%células%control%de%las%familias%Jun%y%Fos%
obtenidos%del%análisis%transcriptómico%al%silenciar%JunB%con%siJunBa792%y%siJunBa848.%

!

Al!analizar! los!cambios!de!expresión!de!los!otros!miembros!APc1!no!
se! aprecian! variaciones! significativas! cuando! se! utiliza! siJunBc792.! En!
cambio,!al!silenciar!JunB!con!siJunBc848!se!observa!una!disminución!de!los!
niveles! de! JUND! en! la! misma! magnitud! que! la! obtenida! para! JUNB! y,!
rebajando! un! poco! el! criterio! estadístico! aplicado! para! el! análisis! de! los!
resultados,! esto! es,! considerando! un! FDR! ligeramente! superior! al! límite!
marcado! en! 0.05,! también! observamos! una! disminución! de! los! niveles! de!
FOSL1,!el!gen!que!codifica!Fra1.!Acorde!con!estos!resultados,!en!la!Figura!52!!

!
Figura 52: Alteración en la expresión proteica de otros miembros de las familias Jun 
y Fos al silenciar JunB. Células U2OS se transfectaron con un control negativo siControl 
(siCt) o con cada uno de los dos siARNs 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 usó como control de carga.  
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Gen Cambio expresión 
siJunB-792 vs siCt 

Cambio expresión 
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) 



Resultados 
 

 128 

se! observa! que! los! niveles! proteicos! de! estos! dos!miembros!APc1,! JunD! y!
Fra1,! en! las! células! transfectadas! con! siJunBc848! están! reducidos! con!
respecto!a!las!células!transfectadas!con!el!control!negativo!o!con!siJunBc792,!
entre!las!que!no!se!aprecian!diferencias.!Pese!a!no!observarse!variación!de!su!
expresión!en!los!resultados!del!análisis!transcriptómico!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! inespecífico! sino! que! sugiere! un!posible! papel! de!
JunB!en!la!regulación!de!la!estabilidad!proteica!de!Fra2.!!

Mediante! la! herramienta! Panther! (Mi! et! al.,! 2013a;!Mi! et! al.,! 2013b)!
realizamos!un!análisis!de!enriquecimiento!de! términos!de!ontología!génica!
(GO)! correspondientes! a! procesos! biológicos! asociados! a! los! genes!
diferencialmente! expresados!obtenidos! con! cada! siJunB.! Se! obtuvieron! 132!
procesos! biológicos! enriquecidos! en! el! caso! de! los! genes! diferencialmente!
expresados!al!silenciar! JunB!con!siJunBc792!(Tabla!A.5!del!Anexo!en!el!CD!
adjunto)!y!95!al!utilizar!siJunBc848!(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!regulación!de!la!transcripción,!la!transducción!
de! señal,! la! respuesta! a! estrés,! desarrollo! y! morfogénesis! y! procesos!
metabólicos,!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! clasificación! Panther! (Mi! et! al.,! 2013a;!Mi! et! al.,! 2013b)! aquellos! genes!
asociados! con! el! ciclo! celular.! En! el! caso! de! las! células! silenciadas! con!
siJunBc792! se! obtuvieron! 129! genes! de! ciclo! celular! diferencialmente!
expresados,!81!con!su!expresión!disminuida!respecto!a!las!células!control!y!
48!con!su!expresión!incrementada!(Tabla!A.7!del!Anexo!en!el!CD!adjunto).!
En!las!células!!silenciadas!con!siJunBc848!el!número!de!genes!de!ciclo!celular!
con! expresión!diferencial! obtenido! fue!de! 97,! 61!de! los! cuales!presentaban!
una!menor!expresión!respecto!a!las!células!control!y!36!una!expresión!mayor!
(Tabla!A.8!del!Anexo!en!el!CD!adjunto).!Los!genes!con!expresión!diferencial!
implicados! en! el! ciclo! celular! comunes! al! silenciar! con! ambos! siJunB! se!
muestran! en! la! Tabla! 9! junto! con! los! cambios! de! expresión! 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! está! implicado! en! la! regulación! del! ciclo! celular,! junto! con! 7!
genes! con! expresión! disminuida! mientras! que! los! 5! restantes! tienen!
incrementada!su!expresión.!

Tabla%9:%Genes%implicados%en%ciclo%celular%con%expresión%diferencial%al%silenciar%JunB%con%siJunBa792%y%
siJunBa848%en%células%U2OS.%Se!indica!el!tipo!de!proteína!codificada!según!la!clasificación!Panther.!!

Gen Descripción 
Tipo de proteína 

codificada  
(Panther) 

Cambio 
expresión 
siJunB-792  

vs siCt 

Cambio 
expresión 
siJunB-848  

vs siCt 
CCNE1 Cyclin E1 Activador de quinasas -2.48 -1.61 

ERCC2 Excision repair cross-
complementation group 2 Helicasa de ADN -1.49 -1.37 

ETV1 Ets variant 1 Factor de transcripción -1.45 -1.40 
ETV4 Ets variant 4 Factor de transcripción -1.91 -1.65 

EXO1 Exonuclease 1 Nucleasa, proteína de 
unión a ADN dañado -1.34 -1.25 

JUNB Jun B proto-oncogene Factor de transcripción -2.56 -1.66 
SLFN5 Schlafen family member 5 - -1.57 -1.58 

VEGFC Vascular endothelial growth 
factor C Factor de crecimiento -1.35 -1.38 

GABPA GA binding protein transcription 
factor, alpha subunit 60kDa Factor de transcripción 1.70 1.33 

GAS2L1 Growth arrest-specific 2 
like 1 

Proteína no motora de 
unión a actina 1.31 1.36 

WDR92 WD repeat domain 92 Proteína de unión  
a ARN 1.33 1.37 

ZAK Sterile alpha motif and leucine 
zipper containing kinase AZK 

Proteína quinasa no 
receptora 1.49 1.48 

ZFP36L2 Zinc finger protein 36, C3H 
type-like 2 

Proteína de unión  
a ARN 1.33 1.63 

!

Entre! los! genes! identificados! se! encuentran! varios! que! codifican!
factores!de!transcripción!o!proteínas!de!unión!a!ARN,!los!que!codifican!las!
proteínas!ERCC2!y!EXO1!implicadas!en!mecanismos!de!reparación!del!ADN!
y!el!factor!de!crecimiento!VEGFC.!El!gen!que!presenta!la!mayor!variación!en!
su! expresión! es! CCNE1,# que! aparece! reprimido! en! las! células! con! JunB!
silenciado.!Se!observa!además!una!correlación!entre!su!nivel!de!expresión!y!
el! de! JunB! siendo! la! disminución! en! su! expresión! mayor! cuando! la!
disminución! en! los! niveles! de! JunB! es!más! acusada! a! consecuencia! de! su!
silenciamiento!con!los!dos!siARNs!diferentes.!!
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La!Ciclina!E1!es!un!regulador!clave!del!ciclo!celular.!Se!expresa!desde!
la! fase! G1! tardía! hasta! la! fase! S! y! mediante! su! unión! y! activación! a! la!
quinasa! CDK2! regula! la! fosforilación! de! sustratos! imprescindibles! para! la!
entrada!en!fase!S!(Moroy!&!Geisen,!2004).!Para!confirmar!que! la!expresión!
de!la!Ciclina!E1!está!alterada!en!ausencia!de!JunB!analizamos!mediante!RTc
qPCR!los!niveles!de!su!mARN!en!células!U2OS!transfectadas!con!el!siARN!
control! o! con! cada! uno! de! los! dos! siARNs! contra! JunB! (Figura! 53A),!
confirmando! la! disminución! en! su! expresión! al! silenciar! JunB.! Los! niveles!
disminuidos!de! la!Ciclina!E1!están!en!concordancia! con! la!disminución!de!
células!en!fase!S!observada!al!silenciar!JunB!que!es,!de!hecho,!más!acusada!
al! usar! el! siJunBc792! (ver! Figura! 50C)! coincidiendo! con! la! mayor!
disminución!de!JunB!y!de!Ciclina!E1.!!

!
Figura 53: La expresión de CCNE1 y de ERCC2 disminuye al silenciar JunB en 
células U2OS. Células U2OS 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-qPCR normalizando 
respecto al gen de referencia S26. Los niveles de expresión de CCNE1 y de ERCC2 en 
las células tratadas con los siARNs dirigidos contra JunB indican la expresión 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 estándar.  

Mediante!RTcqPCR!confirmamos,!además,!la!disminución!de!otro!de!
los!genes!diferencialmente!expresado!obtenido!del!análisis! transcriptómico!
al!silenciar!JunB!con!los!dos!siARNs:!ERCC2!(Figura!53B).!Este!gen!codifica!
una! helicasa!de!ADN!dependiente! de!ATP! implicada! en! la! reparación!del!
ADN!por!escisión!de!nucleótidos!(NER)!y!en!la!transcripción!basal!mediada!
por!la!ARN!polimerasa!II.!Interviene,!además,!en!el!control!del!ciclo!celular!
mediante!su!acción!sobre!el!complejo!CAK!(Fuss!&!Tainer,!2011).!!
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3. Identificación% de% potenciales% dianas% transcripcionales%
directas%de%JunB%mediante%ChIPaseq.%

Para! detectar! los! sitios! de! unión! de! JunB! al! genoma! e! identificar! así!
potenciales! dianas! transcripcionales! directas! de! JunB! implicadas! en! ciclo!
celular! llevamos! a! cabo! inmunoprecipitación! de! cromatina! con! anticuerpo!
anticJunB! seguida!de! secuenciación!masiva! (ChIPcseq)! en! células!U2OS! en!
crecimiento! asincrónico.! Realizamos,! además,! ChIPcseq! en! la! línea! celular!
Karpas!299!derivada!de!LACG!ALK+!donde!JunB!está!sobreexpresado.!!

Tras! alinear! las! regiones! inmunoprecipitadas! sobre! el! genoma!
humano! se! identificaron! 7572! regiones!de!unión!de! JunB! en! el! caso!de! las!
células!U2OS!y!6964! regiones!en! las! células!Karpas!299,!de! las! cuales!1072!
son!comunes!a!ambas!líneas!celulares.!Se!realizó!una!búsqueda!de!motivos!
en! las! regiones! inmunoprecipitadas!utilizando! la!herramienta!MEMEcChIP!
(Bailey! et! al.,! 2009;! Machanick! &! Bailey,! 2011)! que! analiza! las! secuencias!
procedentes!de!experimentos!de!ChIPcseq!en!busca!de!motivos!enriquecidos!
y!luego!los!compara!con!los!descritos!en!las!bases!de!datos!para!factores!de!
transcripción! conocidos.! En! la! Tabla! 10! se! muestran! todos! los! motivos!
significativos! encontrados! (valor! E! <! 0.05).! En! ambos! tipos! celulares! el!
motivo! más! abundante! resultó! ser! APc1/TRE! que! es! el! motivo! de!
reconocimiento! de! la! familia! de! factores! de! transcripción! APc1! a! la! que!
pertenece!JunB!(Shaulian!&!Karin,!2001).!Además,!este!motivo!se!encuentra!
centrado! en! las! regiones! inmunoprecipitadas! lo! que! es! una! indicación! 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!APc1!
con! este! tipo! de! abordaje! experimental.! Se! encontraron! también! otros!
motivos! asociados! a! diferentes! factores! de! transcripción! con! los! que! JunB!
podría! estar! interaccionando! en! su!unión! al!ADN!así! como! el!motivo!APc
1/CRE,!que!es!otro!motivo!consenso!de!unión!al!ADN!para!la!familia!APc1!
(Shaulian!&!Karin,!2001).!!

Para! asignar! las! regiones!de!unión!de! JunB!al! genoma!a!potenciales!
genes! diana! se! utilizó! la! herramienta! GREAT! (McLean! et! al.,! 2010).! Cada!
región!se!asignó!al!gen!cuyo!TSS!estuviera!más!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! unión! de! JunB! en! el! caso! de! la! línea! celular! U2OS!
(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!líneas.!

Tabla%10:%Motivos%enriquecidos%en%los%fragmentos%inmunoprecipitados%en%células%U2OS%y%Karpas%299%
(K299)%identificados%mediante%la%herramienta%MEMEaChIP.%%

  U2OS      K299   

Motivo 
Factores de transcripción 

asociados al motivo 
identificado  

Valor E  Motivo 
Factores de transcripción 

asociados al motivo 
identificado 

Valor E 

 
JUN, FOSL2, JUNB 2.0e-1760  

 
JUN, FOSL1, FOS 6.3e-904 

 
REL, RELA, STAT1 1.7e-108  

 
STAT2:STAT1, MEF2C, 

MEF2A 3.8e-146 

 
MEF2C, MEF2A 1.0e-061  

 
RUNX1, RUNX2, KLF1 3.2e-132 

 
- 9.6e-053  

 
EHF, SPIB, ERG 6.9e-074 

 
EHF, SPI1, ZNF263 2.0e-034  

 
IRF1, STAT2:STAT1, IRF2 6.2e-046 

 
DDIT3:CEBPA 3.5e-033  

 
KLF5 6.8e-029 

 
RUNX1, RUNX2, FOXH1 2.0e-031  

 
NKX2-5,RUNX1, GFI1 7.8e-020 

 
SOX3, FOXP1 1.1e-028  

 
TCF3, GFI1B 2.6e-017 

 
ARNT, MYCN, MYC:MAX 3.8e-018  

 
STAT4, E2F4, STAT1 2.1e-014 

 
NR3C1 8.8e-017  

 
ARNT, MYCN, HIF1A:ARNT 7.7e-014 

 
JUN, JUND, CREB1 1.4e-012  

 
SOX3, FOXP1, SOX6 2.5e-012 

 
ESR1 1.7e-011  

 
HNF1A 2.1e-011 

 
- 1.3e-010  

 
RUNX1, RUNX2, RREB1 1.8e-008 

 
- 1.2e-009  

 
- 2.8e-008 

 
EGR2 1.8e-007  

 
- 1.3e-006 

 
ARID3A 2.8e-007  

 
TFAP2A 2.4e-006 

 
GABPA 6.6e-007  

 
- 1.9e-004 

 
- 1.9e-006  

 
ARID3A 6.8e-004 

 
NHLH1, TCF3, TCF12 2.6e-006  

 
GATA1 1.5e-003 

 
RUNX1, RUNX2, KLF1 3.5e-004  

 
KLF1, EGR2, KLF4 3.4e-003 

 
KLF5, KLF4, KLF1 1.6e-003  

 
RREB1 2.8e-002 

 
- 4.9e-003  

 
- 3.4e-002 
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Un! análisis! completo! de! los! términos! de! ontología! génica! (GO)!
asociados! a! estos! potenciales! genes! diana! directos! de! JunB! que! están!
enriquecidos!comparándolos!con!la!distribución!de!términos!GO!asociados!a!
todos! los! genes! del! genoma! humano! mediante! el! sistema! de! clasificación!
Panther! (Mi! et! al.,! 2013a;! Mi! et! al.,! 2013b)! reveló! 168! procesos! biológicos!
enriquecidos!en!las!células!U2OS!y!142!en!el!caso!de!las!K299!(Tablas!A.11!y!
A.12!del!Anexo!en!CD!adjunto,!respectivamente).!Esta!diversidad!funcional!
concuerda!con!el!papel!descrito!para!la!familia!APc1!como!regulador!de!una!
gran!variedad!de!procesos!celulares.!Entre!ellos,!algunos!procesos!biológicos!
enriquecidos! son! específicos! de! cada! línea! celular! como,! por! ejemplo,!
regulación!de!la!activación!de!células!T!o!activación!de!leucocitos!mieloides!
para!las!células!Karpas!299!y!otros!son!comunes!a!ambas!líneas!celulares.!!

Debido! a! que! muchos! términos! GO! son! redundantes! el! programa!
Panther! ofrece! un! sistema! de! clasificación! simplificado! (Panther! GOcSlim)!
que!agrupa! los! términos!GO! relacionados! entre! sí!para! facilitar! el! análisis.!
Aplicando!esta!herramienta!obtuvimos! los! términos!GO!enriquecidos!para!
cada! línea! celular! que! se!muestran! en! la! Figura! 54.! Entre! ellos! aparece! el!
ciclo! celular,! con! 90! genes! en! el! caso! de! las! células! U2OS! y! 76! genes! en!
Karpas!299.!!

4. Identificación% de% dianas% transcripcionales% de% JunB%
mediante%ChIPaseq%y%análisis%transcriptómico.%

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!ChIPcseq!en!células!U2OS.!!

(i)! 12! genes! que! aparecen! diferencialmente! expresados! al! silenciar!
JunB! con! los! dos! siJunBs! utilizados! presentan! región! de! unión! de! JunB!
(Tabla!11).!En! la!Tabla!se! indica!el!cambio!de!expresión!obtenido!con!cada!
uno!de!los!dos!siARNs!!dirigidos!contra!JunB!y!la!posición!del!sitio!de!unión!!
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!

!
Figura 54: Análisis de términos GO enriquecidos entre las potenciales dianas 
transcripcionales de JunB. Los gráficos muestran los procesos biológicos en los que 
están implicados los genes para los que se ha detectado unión de JunB en células U2OS 
y Karpas 299 y que aparecen enriquecidos al hacer un análisis de términos GO con la 
herramienta Panther GO-Slim. Entre paréntesis se indica el número de genes asociados a 
cada proceso biológico 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!analizó!la!
presencia!en!las!regiones! inmunoprecipitadas!de!los!motivos!consenso!APc
1/TRE! o! APc1/CRE.! Acorde! con! los! resultados! del! análisis! de!
enriquecimiento! de!motivos!mostrado! en! la! Tabla! 10,! el! motivo! TRE! está!
presente!en!la!mayoría!de!las!regiones!analizadas.!En!la!Tabla!11!se!muestra,!
además,!el!tipo!de!proteína!codificada!obtenido!del!sistema!de!clasificación!
Panther! así! como! los! términos! de! ontología! génica! asociados! a! cada! gen.!
Cabe!destacar!la!presencia!de!varios!genes!implicados!en!la!regulación!de!la!
transcripción!mediada!por!la!ARN!polimerasa!II!y!del!ciclo!celular.!

!

Adhesión celular (64)  

Comunicación celular (223)  

Ciclo celular (90) 

Morfogénesis componentes celulares (54) 

Procesos celulares (375) 

Procesos desarrollo (188) 
Localización (150) 

Procesos metabólicos (443) 

Procesos metabólicos primarios (368) 

Procesos metabólicos proteínas (169) 

Proteólisis (62) 

Morfogénesis estructura anatómica (60) 

Adhesión biológica (64) 
Coagulación sanguínea (23) 

U2OS 

Comunicación celular (165)  

Respuesta defensa celular (31) 

Procesos celulares (292) 

Respuesta inmune (44) Procesos sistema inmune (105) 

Procesos metabólicos (360) 

Mitosis (36) 

Respuesta a estímulos (110) 

Ciclo celular (76) Fosforilación proteínas (40) 

Transporte mediado por vesículas (56) 

Karpas299 
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(ii)! De! los! genes! diferencialmente! expresados! al! silenciar! JunB! con!
siJunBc792,!113!muestran!secuencias!de!unión!a! JunB,! ! indicando!que!JunB!
actúa! en! su! regulación! de! manera! directa! (Tabla! A.13! del! Anexo,! CD!
adjunto).! En! el! caso! de! los! genes! diferencialmente! expresados! al! silenciar!
JunB! con! siJunBc848! el! número!de!genes! con! zonas!de!unión! 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!biológicos!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! clasificación! Panther! aquellos!
con!un!término!GO!asociado!de!ciclo!celular.!Obtuvimos!12!genes!con!sitio!
de!unión!de!JunB!y!expresión!alterada!al!silenciar!con!siJunBc792!y!8!genes!
al! silenciar! con! siJunBc848.! Los! genes! identificados! se! han! dividido! entre!
aquellos!que!presentan!una!expresión!incrementada!o!reducida!en!respuesta!
al! silenciamiento! de! JunB! y! se! muestran! en! las! Tablas! 12! y! 13,!
respectivamente,!junto!con!la!posición!del!sitio!de!unión!de!JunB!respecto!al!
TSS!del!gen!de!interés!y!la!existencia!o!no!de!motivo!consenso!APc1/TRE!o!
APc1/CRE!en!la!región!inmunoprecipitada.!!

En! la! lista! de! genes! que! disminuyen! su! expresión! al! silenciar! JunB!
(Tabla! 12)! no! aparece! CCNE1! al! no! observarse! unión! de! JunB! en! los!
resultados! del! ChIPcseq,! indicando! que! la! reducción! en! sus! niveles! al!
silenciar!JunB!es,!probablemente,!un!efecto!transcripcional!indirecto.!El!gen!
que!sí!presenta!una!región!de!unión!de!JunB!y!cuya!expresión!disminuye!al!
silenciar!con!los!dos!siARNs!dirigidos!contra!JunB,!como!confirmamos!por!
RTcqPCR!(Figura!53),!es!ERCC2.#!

JunB!se!une!a!una!región!situada!a!unas!6!kb!del!sitio!de!inicio!de!la!
transcripción! del! gen! ERCC2.! Haciendo! uso! de! la! página! web! de! UCSC!
Genome!Browser! (http://genome.ucsc.edu/)! (Kent!et!al.,!2002)!visualizamos!
la! región! de! unión! de! JunB! junto! con! datos! de! ChIPcseq! con! anticuerpos!
contra! modificaciones! de! histonas! procedentes! de! la! base! de! datos! de!
ENCODE! (Rosenbloom! et! al.,! 2013).! La! modificación! H3K4me3! está!
asociada!a!transcripción!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%unión%de%JunB%que%disminuyen%su%expresión%al%silenciar%JunB.%%

Gen Descripción 
Tipo de 
proteína 

codificada 
(Panther) 

Cambio 
expresión 
siJB-792  
vs siCt 

Cambio 
expresión 
siJB-848  
vs siCt 

Posición 
del sitio 
de unión 
respecto 

al TSS 

Motivo 
TRE 

Motivo 
CRE 

CDK15 Cyclin-dependent 
kinase 15 

Proteína quinasa 
no receptora -2.81  !8545% SI SI 

BTG3 BTG family,  
member 3 - -2.47  +1304 SI SI 

PTP4A2 
Protein tyrosine 

phosphatase type 
IVA, member 2 

Proteína 
fosfatasa -1.93  +6588 SI NO 

MAPK6 Mitogen-activated 
protein kinase 6 

Proteína quinasa 
no receptora -1.74  +2136 SI NO 

SCMH1 
Sex comb on midleg 

homolog 1 
(Drosophila) 

Factor de 
transcripción -1.54  +3481 SI NO 

CDCA4 Cell division cycle 
associated 4 

Factor de 
transcripción -1.52  !3990% SI SI 

ABI3 ABI family, member 3 Modulador 
proteína G -1.50  !378 SI SI 

ERCC2 
Excision repair cross-

complementation   
group 2 

Helicasa de  
ADN -1.49 -1.37 !6123 NO SI 

DNAL4 Dynein, axonemal, 
light chain 4 

Proteína 
citoesqueleto !  -1.57 !8662 NO SI 

MAST2 
Microtubule 

associated ser/thr   
kinase 2 

Proteína quinasa 
no receptora!  -1.45 !684 SI NO 

ELF1 
E74-like factor 1 (ets 
domain transcription 

factor) 
Factor de 

transcripción  -1.35 +85 SI NO 

%

Tabla%13:%Genes%de%ciclo%celular%con%sitio%de%unión%de%JunB%que%aumentan%su%expresión%al%silenciar%JunB.%%

Gen Descripción 
Tipo de 
proteína 

codificada 
(Panther) 

Cambio 
expresión 
siJB-792  
vs siCt 

Cambio 
expresión 
siJB-848  
vs siCt 

Posición 
del sitio 
de unión 
respecto 

al TSS 

Motivo
TRE 

Motivo 
CRE 

CDKN1A 
Cyclin-dependent 
kinase inhibitor 1A 

(p21, Cip1) 
Inhibidor de 

quinasas 1.65  +4053 SI NO 

E2F7 E2F transcription 
factor 7 

Factor de 
transcripción 1.56  +6070 SI NO 

SFN Stratifin Chaperona 1.33  +9442 NO NO 

GAS2L1 Growth arrest-specific 
2 like 1 

Proteína no 
motora de unión 

a actina 
1.31 1.36 +4073 SI NO 

MAF 
v-maf avian 

musculoaponeurotic 
fibrosarcoma 

oncogene homolog 

Factor de 
transcripción  1.82 !7085 SI NO 

GADD45B 
Growth arrest and 

DNA-damage-
inducible, beta 

-  1.74 !1132%
!6694%

SI    
SI 

NO        
SI 

S100A10 S100 calcium binding 
protein A10 

Molécula 
señalización  1.65 !932%%

+4892 
SI    
SI 

NO     
NO 
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transcripción,! la! modificación! H3K4me1! se! encuentra! normalmente! en!
elementos! potenciadores! o! enhancers! y! H3K27ac! se! asocia! a! elementos!
reguladores! activos.! Además,! 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! región!de!unión!de! JunB!a!ERCC2!
coincide! con! una! zona! rica! en! las!modificaciones! de! histonas!H3K4me1! y!
H3K27ac! y! es! sensible! al! corte! con! DNasas.! Así,! JunB! participaría!
directamente!en!la!activación!transcripcional!de!ERCC2!a!través!de!su!unión!
a!esta!zona!reguladora.!!

!
Figura 55: JunB se une a una región reguladora de ERCC2. El rectángulo situado a la 
derecha de la figura indica la región de unión de JunB cercana al TSS de ERCC2 
identificada en células U2OS. Se muestran también datos de modificaciones de histonas y 
regiones sensibles al corte con DNasa procedentes de la base de datos ENCODE. La 
posición de la región de unión 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/. 

Al!igual!que!sucede!con!ERCC2,!las!regiones!de!unión!de!JunB!al!resto!
de!genes!de!la!Tabla!12,!potenciales!dianas!transcripcionales!de!JunB!sobre!
las!que!ejercería!un!efecto!activador,!coinciden!con!zonas!sensibles!al!corte!
con!DNasas!y!ricas!en!las!modificaciones!de!histonas!H3K4me3,!H3K4me1!y!
H3K27ac,! indicando! que! son! zonas! reguladoras! de! la! expresión! génica!
(Figura!56).!

Los!genes!de!ciclo!celular!con!sitio!de!unión!de!JunB!que!aumentan!su!
expresión!en!respuesta!al!silenciamiento!de!JunB!y!sobre! los!que!JunB,!por!
tanto,!actuaría!como!represor!transcripcional!se!muestran!en!la!Tabla!13.!De!
los!7!genes!identificados!el!único!que!da!lugar!a!un!aumento!de!expresión!al!
silenciar! JunB! con! los! dos! siARNs!utilizados! es!GAS2L1.! Este! gen! codifica!
para!un!miembro!de!la!familia!GAS2!(growth#arrestdspecific#2)!al!que!se!le!ha!
atribuido!un!papel!de!supresor!tumoral!ya!que!su!sobreexpresión!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!podrían!contribuir!a!la!parada!de!ciclo!celular!observada.#

! !

! !

! !

! !

! !
Figura 56: JunB se une a regiones reguladoras de los genes implicados en ciclo 
celular que disminuyen su expresión al silenciar JunB. Los rectángulos indican las 
regiones de unión de JunB identificadas para cada gen. Su posición 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 imágenes 
han sido obtenidas de http://genome.ucsc.edu/ 

Al! visualizar! la! posición! de! la! región! de! unión! de! JunB! en! UCSC!
Genome!Browser!se!encontró!que!esta!región!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! H3K4Me1! 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!transcripción!de!este!gen.!!

Lo!mismo!se!observa!para!el!resto!de!genes!de!la!Tabla!13!(Figura!58)!
entre! los! que! se! encuentra! CDKN1A.! Este! gen! codifica! el! inhibidor! de!
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quinasas! dependientes! de! ciclina! p21! cuya! expresión! incrementada! estaría!
contribuyendo!a!la!parada!de!ciclo!celular!observada!al!silenciar!JunB.!!

!
Figura 57: JunB se une a una región reguladora de GAS2L1. El rectángulo indica la 
región de unión de JunB al gen GAS2L1 en células U2OS. 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/.  

!! ! !

! !

! !
Figura 58: JunB se une a regiones reguladoras de los genes implicados en ciclo 
celular que aumentan su expresión al silenciar JunB. Los rectángulos indican las 
regiones de unión de JunB identificadas para cada gen. Su posición 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 imágenes 
han sido obtenidas de http://genome.ucsc.edu/. 
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%

%

Discusión%

%

1. Regulación%de%la%degradación%de%JunB%en%G2%por%GSK3βa
SCFFbxw7%

La!expresión!de! JunB!está!regulada!durante! la!progresión!del!ciclo!celular.!
En! células! quiescentes! los! niveles! de! JunB! son! bajos! pero! aumentan!
rápidamente! y! de! forma! transitoria! tras! la! estimulación! con! suero.! Esta!
variación!de!JunB!en!la!transición!de!G0!a!G1!es!necesaria!para!la!adecuada!
progresión!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! dramática! disminución! en! la!
transición!G2/M!debido!a!su!degradación!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!progresión!ralentizada!de!
la!mitosis! acompañada! de! la! aparición! de! defectos!mitóticos! (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! ubicuitinacproteasoma! es! un!mecanismo! de! control! de! la!
estabilidad! proteica! esencial! en! numerosos! procesos! celulares.! Una!
degradación! alterada! de! proteínas! puede! ser! causa! de! proliferación!
descontrolada,! inestabilidad! genética! y! cáncer.! La! E3! ubicuitina! ligasa!
Fbxw7!es!uno!de!los!componentes!de!este!sistema!que!juega!un!papel!central!
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en! el! control! del! ciclo! celular.! La!mayoría! de! sus! sustratos! son! oncogenes!
implicados! en! un! gran! número! 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!Fbxw7!en!
un!gran!número!de!cánceres!humanos!incluyendo!el!de!pecho,!endometrio,!
ovario,! páncreas,! colangiocarcinomas! y! leucemia! linfoblástica! aguda! de!
células!T.!Debido!a!la!gran!variedad!de!sustratos!de!Fbxw7!los!mecanismos!
tumorigénicos!asociados!a!su!inactivación!son!muy!variados!y!no!están!del!
todo!caracterizados!(Davis!et!al.,!2014;!Wang!et!al.,!2012).!

En!este! trabajo!se!ha! identificado!a! JunB!como!un!nuevo!sustrato!de!
Fbxw7.! Mediante! inmunoprecipitación! de! proteínas! se! ha! demostrado! la!
interacción!específica!de!JunB!con!Fbxw7!y!se!ha!observado!un!aumento!de!
la! vida! media! de! JunB! en! presencia! del! mutante! dominante! negativo!
Fbxw7(R465A).! Además,! en! la! línea! celular! derivada! de! cáncer! de! colon!
DLD1FBXW7d/d# que! contiene! una! deleción! somática! para! FBXW7! JunB! no! se!
degrada!y!se!acumula!en!células!sincronizadas!en!mitosis!a!diferencia!de!lo!
que!ocurre!en!la!línea!parental!DLD1.!!

Se! han! identificado,! además,! los! residuos! fosforilables! de! JunB! que!
determinan! su! estabilidad! en! G2/M.! Estos! residuos! se! encuentran! en! el!
motivo! de! reconocimiento! conocido! como! fosfodegrón! para! la! proteína!
Fbxw7!compuesto!por!la!secuencia!de!aminoácidos:!SRDATPPVSP.!Tanto!la!
interacción! de! JunB! con! Fbxw7! como! su! ubicuitinación! dependen! de! la!
fosforilación! de! los! residuos! S251,! T255! y! S259! del! fosfodegrón! y! su!
mutación! a! alaninas! para! evitar! su! fosforilación! conduce! a! un! notable!
incremento!de!la!vida!media!de!JunB.!Gracias!a!la!generación!de!poblaciones!
celulares!estables!que!expresan!el!mutante!S251A/T255A/S259AcJunB!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! Fbxw7,! la! fosforilación!de! estos!
residuos!depende,!en!parte,!de!GSK3β.!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!GSK3β!que!han!de!ser!previamente!fosforilados!por!otra!
quinasa! en! la!posición! +4! (Cohen!&!Frame,! 2001).! Esto!podría! indicar!una!
función!reguladora!de!la!S259!ya!que!su!fosforilación!determinaría!la!unión!
de!GSK3β!y,!por!tanto,!el!inicio!de!la!degradación!de!JunB.!Sin!embargo,!la!
fosforilación!en! la!S259!no!está! limitada!al!momento!de! la!degradación!de!
JunB.!Al!sincronizar!células!en!la!transición!G1/S!y!dejarlas!progresar!por!el!
ciclo!hasta!mitosis!la!fosforilación!en!la!S259!se!detecta!desde!el!inicio!y!sus!
niveles! varían! siguiendo! el!mismo! patrón! que! los! niveles! totales! de! JunB.!
Así!pues,!la!fosforilación!en!la!S259,!aunque!importante!en!la!estabilidad!de!
JunB,!no!es!la!que!marca!el!inicio!de!su!decaimiento.!!

La! activación! de! la! quinasa! GSK3β! es! lo! que! podría! determinar! el!
momento!de!la!degradación!de!JunB.!En!este!sentido,!hemos!observado!que!
la! actividad! de! GSK3β! aumenta! durante! la! fase! G2! del! ciclo! coincidiendo!
con! la! disminución! de! los! niveles! de! JunB.! GSK3β! está! implicada! en! la!
regulación! de! la! estabilidad! de! numerosas! proteínas! y! juega! un! papel!
importante!en! la!progresión!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! vía! PI3K/AKT! en! respuesta! a! señalización! mitogénica.! La!
inhibición!de!GSK3β!conduce!a! la!estabilización!de!mediadores!clave!de! la!
progresión!del! ciclo! celular! como!Ciclina!D1,!Ciclina!E! y! cMyc! resultando!
esencial! para! la! transición! G1/S! (Diehl! et! al.,! 1998;! Welcker! et! al.,! 2004;!
Welcker!et!al.,!2003).!Sin!embargo,!el!papel!de!GSK3β!en!la!transición!G2/M!
está! menos! caracterizado.! Se! ha! observado! que! el! uso! de! inhibidores! de!
GSK3β! conduce! a! retraso! en! mitosis,! defectos! en! el! alineamiento! de! los!
cromosomas!y!acumulación!de!micronúcleos!(Tighe!et!al.,!2007;!Wakefield!et!
al.,! 2003).! Estos! resultados! sugieren! que! GSK3β! actúa! 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!GSK3β!en!G2.!De!hecho,!la!
acumulación!de!JunB!en!mitosis!conduce!a!la!aparición!de!defectos!mitóticos!
similares!a!los!descritos!tras!la!inhibición!de!GSK3β!(Farras!et!al.,!2008).!

Recientemente! se! ha! identificado! a! las! quinasas! ERK1/2! como! las!
responsables!de!la!fosforilación!en!la!S259!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/TcP! acompañados! normalmente! de! una! prolina! en!
posición!c2!(Gonzalez!et!al.,!1991),!requisitos!que!cumple!el!residuo!S259!de!
JunB.!Se!ha!descrito!que!las!quinasas!ERKs!están!implicadas!en!la!activación!
de!los!miembros!APc1!en!respuesta!a!factores!de!crecimiento.!Esta!activación!
se! produce! tanto! a! nivel! de! la! regulación! de! su! expresión! mediante! la!
fosforilación!y!activación!de!otros! factores! implicados!en!ella!como!a!nivel!
de! su! activación! transcripcional!mediante! la! fosforilación!directa!de!varios!
miembros!APc1!(Shaulian!&!Karin,!2002).!La!fosforilación!de!JunB!en!la!S259!
mediada! por! ERK1/2! además! de! actuar! como! reclutador! de! la! quinasa!
GSK3β!podría!estar!afectando!a!la!actividad!transcripcional!de!JunB,!ya!sea!
modulando! su! unión! al! ADN! o! afectando! a! la! dimerización! con! otros!
miembros!APc1.!Según!el! trabajo!de!Courcelles! la!actividad!transcripcional!
del! complejo! JunB/cFos! aumenta! cuando! el! residuo! S259! está! fosforilado!
(Courcelles!et!al.,!2013).!Sería!interesante!analizar!si!este!efecto!es!específico!
de! la! interacción! de! JunB! con! cFos! o! afecta! a! la! formación! y! actividad! de!
otros!dímeros!JunB/APc1.!

Además! de! la! importancia! de! los! residuos! S251,! T255! y! S259! aquí!
demostrada,!publicaciones!previas!apuntaban!al!papel!de!los!residuos!T150!
y!S186! en! la! estabilidad!de! JunB!en!G2/M! (Bakiri! et! al.,! 2000;! Farras! et! al.,!
2008).!Sin!embargo,!aunque!se!ha!descrito!que!la!mutación!de!estos!residuos!
conduce! a! una! estabilización! de! JunB! en! mitosis,! su! degradación! sigue!
produciéndose! hacia! final! de! G2! (Farras! et! al.,! 2008).! Con! objeto! de!
averiguar! si! las! fosforilaciones! en! la! T150! y! la! S186! pueden! afectar! a! las!
fosforilaciones! de! los! residuos! del! fosfodegrón! de! JunB! hemos! analizado!
estas! fosforilaciones!en!el!mutante!T150A/S186AcJunB.!Aunque! los!resultados!
indican!que!las!fosforilaciones!en!la!T150!y!la!S186!no!son!necesarias!para!la!
fosforilación!de!los!residuos!del!fosfodegrón!de!JunB,!no!puede!descartarse!
que! la! mutación! de! estos! residuos! de! lugar! a! una! conformación!
tridimensional!de!la!proteína!menos!óptima!para!su!interacción!con!Fbxw7!o!
con! los! residuos! de! lisina! que! posteriormente! serán! ubicuitinados! menos!
accesibles.!Puede!incluso!que!estos!residuos!constituyan!puntos!adicionales!
de! interacción! con! la! E3! ligasa! que! conduzcan! a! una! degradación! más!
eficiente!de!JunB.!En!este!sentido,!se!han!descrito!sustratos!de!Fbxw7,!como!
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la!Ciclina!E,!que!poseen!además!de!su!fosfodegrón!principal,!fosfodegrones!
auxiliares!que!contribuyen!en!menor!medida!a!su!degradación!(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!mínimo!para!la!
unión! de! Fbxw7! a! un! sustrato! y! que! establecerían! los! contactos!
electrostáticos!esenciales!con!los!residuos!conservados!de!Fbxw7!(Orlicky!et!
al.,!2003).!Al!carecer!de!otros!elementos!como!la!carga!positiva!en!la!posición!
+4!que!aumenta!las!interacciones!establecidas!con!Fbxw7!(Hao!et!al.,!2007),!
constituirían! sitios! de! unión! de! baja! afinidad! de! Fbxw7! que! podrían!
contribuir! a! su! degradación.! Ensayos! de! coinmunoprecipitación! y! de!
ubicuitinación! como! los! aquí! descritos! llevados! a! cabo! con! mutantes!
puntales! o! dobles! en! la! T150! y! la! S186! serían! necesarios! para! probar! esta!
idea.!!

Por!otro!lado,!hemos!observado!que!las!fosforilaciones!en!la!T150!y!la!
S186! no! dependen! de! las! fosforilaciones! del! fosfodegrón! de! JunB! ya! que!
también! se! detectan! en! el! mutante! S251A/T255A/S259AcJunB.! En! las! células!
UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB! sincronizadas! se! observa! fosforilación! en! la!
S186! en! cuanto! empieza! a! acumularse! la! proteína! exógena! (Figura! 35).! En!
contraste,! la! fosforilación!de! la!T150!parece! restringida! a! células!mitóticas.!
(Bakiri! et! al.,! 2000)! sugirieron!que! la!T150! está! fosforilada!por! el! complejo!
CDK2cCiclina!B1!basándose!en!resultados!positivos!de!esta! fosforilación! in#
vitro.!Ellos!postularon!que! la!degradación!de! JunB!estaría! iniciada!por!esta!
fosforilación.! Sin! embargo,! (Farras! et! al.,! 2008)! observaron! que! la!
degradación! de! JunB! ocurre! antes! del! momento! de! máxima! actividad! de!
CDK2cCiclina!B1!y,!por! tanto,!otros! residuos!deberían!ser! los! responsables!
de! iniciar! el! proceso! de! degradación.! Al! contrario! que! la! T255,! cuya!
fosforilación! es! difícil! de! detectar! debido! probablemente! a! la! rápida!
degradación! que! le! sigue,! la! fosforilación! de! la! T150! aumenta! cuando! los!
niveles! de! JunB! disminuyen! y! coincide! con! el! aumento! de! los! niveles! de!
Ciclina! B1.! Una! hipótesis! es! que! la! fosforilación! de! JunB! en! este! residuo!
disminuya! su! actividad! transcripcional!de!manera!que! la! fracción!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!APc1! juegan!un!papel!muy! importante! en! la!
regulación! 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!ubicuitinación!y!degradación!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!
Fbxw7!(Wei!et!al.,!2005),!sus!niveles!se!mantienen!estables!en!células!U2OS!
sincronizadas! que! avanzan! desde!G1/S! a!mitosis! y! que! en! este! periodo! el!
residuo!S73!está!fosforilado.!Recientemente,!Zhang!y!sus!colaboradores!han!
identificado! un! mecanismo! por! el! que! cJun! escaparía! de! la! degradación!
mediada! por! Fbxw7.! cJun! forma! un! complejo! con! la! proteína! adaptadora!
Rack1!y!con!Fbxw7!que!conduce!a!su!ubicuitinación!y!posterior!degradación!
en!el!proteasoma.!Sin!embargo,!cuando!cJun!está!fosforilado!en!su!extremo!
N!terminal!por!JNK!u!otras!quinasas!se!libera!del!complejo!y!no!puede!ser!
ubicuitinado! por! Fbxw7! (Zhang! et! al.,! 2012).! Puesto! que! cJun! está!
fosforilado!en!su!extremo!N!terminal!en!G2/M,!esto!podría!explicar!por!qué!
se! mantiene! estable! en! ese! periodo! del! ciclo! cuando! GSK3! está! activa! y!
Fbxw7! es! capaz! de! degradar! a! JunB.! Además,! niveles! bajos! de! JunB! en!
mitosis,!puesto!que!es!un!antagonista!de!cJun,!permiten!que!cJun!induzca!la!
transcripción!de! la!Ciclina!D1!estimulando! la!progresión!del!ciclo!a! la! fase!
G1! (Bakiri! et! al.,! 2000).! Esto! pone! de! manifiesto! la! importancia! de! las!
modificaciones! específicas! de! cada! miembro! de! la! familia! Jun! en! la!
regulación!de!su!expresión!proteica!durante!la!progresión!por!el!ciclo!celular.!!

2. Consecuencias% de% la% acumulación% de% JunB% en% mitosis.%
Implicación%en%neoplasias%humanas%

Mediante!el!análisis!de!la!expresión!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! cohesión! de! las! cromátidas! hermanas,! la! cual! es!
fundamental! en! el!mantenimiento! de! la! fidelidad! cromosómica! durante! la!
mitosis! (Parish! et! al.,! 2006).! Las! cromátidas! hermanas! permanecen! unidas!
desde!su!síntesis!en!fase!S!hasta!su!separación!en!anafase!gracias!a!la!acción!
del!complejo!cohesina.!En!prometafase,!la!maquinaria!del!huso!mitótico!las!
captura!y!durante! la! anafase! son! empujadas! en!direcciones! opuestas!de! la!
célula!para!su!correcta!distribución!en!las!dos!células!hijas.!Sin!una!cohesión!
adecuada,! las! cromátidas!hermanas! se! separan!de! forma!prematura!dando!
lugar! a! defectos! en! la! segregación! cromosómica! e! inestabilidad! genética!
(Peters!et!al.,!2008).!!

DDX11! se! une! a! componentes! del! complejo! cohesina! y! es! necesaria!
para! su! asociación! estable! al! ADN.! Su! silenciamiento! génico! en! células!
humanas! conduce! a! una! pérdida! de! cohesión! centromérica! y! de! las!
cromátidas!hermanas,!fallo!mitótico!e!inducción!de!aneuploidía!(Farina!et!al.,!
2008;! Inoue! et! al.,! 2007;! Parish! et! al.,! 2006).! En! nuestro! laboratorio! hemos!
comprobado! que! en! células! donde! la! degradación! de! JunB! es! defectuosa,!
como!son! las!células!UTA6cS251A/T255A/S259AcJunB!que!expresan!el!mutante!
no!fosforilable!de!JunB!o!las!células!derivadas!de!cáncer!de!colon!DLD1FBXW7c
/c,!la!acumulación!de!JunB!en!G2/M!conduce!a!un!aumento!de!los!niveles!de!
Ciclina! A2,! una! diana! conocida! de! JunB! cuya! acumulación! aberrante!
dificulta!la!adecuada!progresión!mitótica!(den!Elzen!&!Pines,!2001;!Farras!et!
al.,!2008)!y!a!una!disminución!de!los!niveles!de!DDX11.!Al!analizar!células!
metafásicas! al! microscopio! observamos! defectos! en! la! cohesión! de! las!
cromátidas! 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!expresión!alta!de!JunB!durante!mitosis!causa!defectos!en!
la! cohesión! de! las! cromátidas! hermanas! que! pueden! explicarse! por! la!
disminución!en!los!niveles!de!DDX11.!

En! los!últimos! años! se!han!descrito!varios! casos!de!pacientes! en! los!
que! mutaciones! en! ambos! alelos! del! gen! DDX11# han! dado! lugar! al!
desarrollo! de! una! cohesinopatía! humana! caracterizada! por! anormalidades!
en!la!cohesión!de!las!cromátidas!hermanas!e!inestabilidad!genética!(Bailey!et!
al.,!2015;!CapocChichi!et!al.,!2013;!van!der!Lelij!et!al.,!2010).!Parientes!de!uno!



Discusión 
 

 148 

de! los! pacientes! afectados! portadores! de! una! mutación! en! DDX11!
desarrollaron! linfoma! de! Hodgkin! y! adenocarcinoma! de! endometrio! (van!
der! Lelij! et! al.,! 2010)! resaltando! el! papel! importante! de! DDX11! en! la!
prevención!de!la!aneuploidía!y!el!desarrollo!tumoral!(Inoue!et!al.,!2007).!!

FBXW7! es!un!supresor! tumoral!que!aparece! frecuentemente!mutado!
en! un! gran! número! de! cánceres! humanos.! Su! pérdida! de! función! se! ha!
asociado! con! inestabilidad! cromosómica! y! con! la! aparición! de! defectos! de!
cohesión! de! las! cromátidas! hermanas! similares! a! los! aquí! descritos.! Se! ha!
propuesto! que! uno! de! los! principales! responsables! de! este! fenotipo! es! la!
Ciclina!E.!Este!sustrato!de!Fbxw7!regula!la!duplicación!de!los!centrosomas!y!
su! acumulación! conduce! a! inestabilidad! cromosómica.! Sin! embargo,! los!
defectos! de! cohesión! observados! en! las! células! con! FBXW7!mutado! no! se!
explican!por!la!acumulación!de!Ciclina!E!(Barber!et!al.,!2008;!Rajagopalan!et!
al.,! 2004;! Welcker! &! Clurman,! 2008).! Los! resultados! aquí! presentados!
indican!que!JunB!es!otro!sustrato!de!Fbxw7!que!contribuye!a!la!inestabilidad!
cromosómica! asociada!a! su!pérdida!de! función!afectando!a! la! cohesión!de!
las!cromátidas!hermanas!vía!la!regulación!transcripcional!de!DDX11.!!

JunB! está! sobreexpresado! en! linfoma! anaplásico! de! células! grandes!
(LACG)! ALK! positivo! (Mathas! et! al.,! 2002;! Rassidakis! et! al.,! 2005).! Según!
publicaciones!previas,!el!incremento!en!la!expresión!de!JunB!en!este!tipo!de!
linfomas! se! explica! por,! al!menos,! dos!mecanismos:! (a)! la! activación!de! la!
quinasa! ERK1/2! por! NPMcALK! que! resulta! en! un! aumento! de! la!
transcripción!de!JunB!y!(b)!la!activación!de!la!vía!mTOR!por!AKT!inducida!
por! NPMcALK! vía! activación! de! PI3K! que! conduce! a! un! aumento! en! la!
traducción! de! JunB.! Además,! la! expresión! de! CD30! inducida! por! JunB!
contribuye!al!aumento!de!la!transcripción!de!JunB!mediante!la!activación!de!
la! ruta! MEK/ERK! (Staber! et! al.,! 2007;! Watanabe! et! al.,! 2005)! (Figura! 59).!
Recientemente,! también! se! ha! observado! que! la! amplificación! de! JUNB! es!
frecuente! en! LACG! ALK+! (Atsaves! et! al.,! 2014),! sugiriendo! que! la!
amplificación!génica!es!un!mecanismo!adicional!para! la! sobreexpresión!de!
JunB.!!

Al!analizar!la!expresión!de!JunB!en!dos!líneas!celulares!derivadas!de!
LACG!ALK+! (Karpas! 299! y! SUcDHL1)! hemos! confirmado! que! sus! niveles!
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proteicos!son!muy!elevados!y!que!se!mantienen!así!en!células!sincronizadas!
en!G2/M.!Mediante! la! inhibición!farmacológica!de!PI3K!hemos!confirmado!
que! el! mecanismo! de! degradación! de! JunB! está! alterado! en! LACG!ALK+!
contribuyendo! a! su! acumulación! en! mitosis.! La! activación! de! la! ruta!
PI3K/AKT! por! NPMcALK! conduce! a! una! actividad! reducida! de! GSK3β!
(Singh!et!al.,!2009)!y!esto!resulta!en!una!degradación!defectuosa!de!JunB!en!
G2/M!(Figura!59).!!

!
Figura 59: Mecanismos que contribuyen a la acumulación de JunB en LACG ALK+. 
La acumulación de JunB en LACG ALK+ se produce por el aumento de su transcripción y 
de su traducción y por fallos en su mecanismo de degradación, todo ello consecuencia de 
la activación de las rutas de señalización PI3K/AKT y MEK/ERK por la oncoproteína de 
fusión NPM-ALK. Los elevados niveles de CD30 inducidos por JunB también contribuyen 
al incremento de su transcripción a través de la activación de ERK1/2. 

GSK3β!regula!la!degradación!de!muchas!proteínas!implicadas!en!una!
variedad!de!procesos!celulares! tales!como!proliferación!celular!o!apoptosis!
(Xu!et!al.,!2009).!Su!inhibición!por!NPMcALK!puede,!por!tanto,!conducir!a!la!
estabilización!de!numerosas!proteínas!cuya!degradación!es!dependiente!de!
su! actividad! quinasa.! En! esta! línea,! se! ha! descrito! que! la! inactivación! de!
GSK3β!resulta!en!la!acumulación!de!Cdc25A!y!Mclc1!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!proteínas!de!fusión!conteniendo!
ALK! en! otros! tipos! de! cáncer! tales! como! cáncer! de! pulmón! de! células! no!
pequeñas,! tumor!miofibroblástico! 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).! Además,! se! han! descrito! amplificaciones! génicas! y!
mutaciones! que! producen! ganancia! de! función! de!ALK! en! neuroblastoma!
(Caren!et!al.,!2008;!Mosse!et!al.,!2008).!Sería! interesante!analizar!si!en!estos!
casos! la! actividad! GSK3β! también! se! ve! afectada! por! la! activación!
constitutiva! de! ALK! provocando! la! alteración! del! mecanismo! de!
degradación!de!JunB!y!su!acumulación!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!expresión!de! JunB!es!normal.!Además,! los!niveles!de!
Ciclina! A2! se! mantienen! elevados! en! mitosis! en! estas! células.! La!
disminución! 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! disminución! de!
Ciclina!A2!indicando!que!su!expresión!se!ve!alterada!en!estas!células!por!la!
acumulación!de!JunB!en!mitosis.!!

Finalmente,! hemos! observado! que! las! células! derivadas! de! LACG!
ALK+! tienen!un! alto!porcentaje!de!defectos!de! cohesión! en! las! cromátidas!
hermanas!que!puede! ser! causa!de! inestabilidad!genética! en! estos! tumores.!
Acorde! con! nuestros! resultados,! células! LACG! muestran! a! menudo!
anormalidades! cromosómicas! tanto! estructurales,! del! tipo! de! deleciones! o!
translocaciones,! como! numéricas! (aneuploidía)! (Fadlelmola! et! al.,! 2008;!
Mussolin!et!al.,!2010;!Salaverria!et!al.,!2008).!La!anormal!represión!de!DDX11!
mediada!por!JunB!en!estas!células!constituye,!por!tanto,!un!mecanismo!por!
el!que!JunB!estaría!contribuyendo!al!desarrollo!neoplásico.!!

! 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!progresión!adecuada!de!la!mitosis.!
Si!la!degradación!de!JunB!en!G2!mediada!por!GSK3β!y!Fbxw7!se!ve!alterada!
se!producen!defectos!mitóticos!que!pueden!contribuir!al!desarrollo!tumoral!
(Figura!60).!Dado!que!tanto!la!inactivación!de!Fbxw7!como!la!presencia!de!
translocaciones!cromosómicas!que!conducen!a! la!activación!constitutiva!de!
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la!quinasa!ALK!se!han!descrito!en!diversos!tipos!de!tumores!el!mecanismo!
molecular! aquí! descrito! por! el! que! JunB! contribuye! a! la! transformación!
neoplásica!en!células!LACG!podría!ser!extensible!a!otros!tipos!de!cánceres.!!!

En! conclusión,! nuestros! resultados! destacan! el! papel! oncogénico! de!
JunB!y!su!potencial!como!diana!terapéutica!en!LACG!ALK!+.!

!
Figura 60: Modelo que explica el mecanismo de degradación de JunB en G2 y las 
consecuencias negativas de su pérdida de regulación en LACG ALK+. En 
circunstancias normales JunB es fosforilado por la quinasa GSK3β lo que permite su 
reconocimiento por la E3 ubicuitina ligasa Fbxw7 y su degradación en el proteasoma. En 
células de LACG ALK+ la actividad de GSK3β está inhibida debido a la activación de la 
ruta PI3K/AKT por la oncoproteína de fusión NPM-ALK. La alteración del mecanismo de 
degradación de JunB conduce a su acumulación en mitosis con la consecuente activación 
de Ciclina A y la represión de DDX11 dando lugar a la aparición de defectos mitóticos.  

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

Con!objeto!de!profundizar!en!la!función!del!factor!de!transcripción!JunB!en!
el!ciclo!celular!hemos!analizado! las!consecuencias!de! la!disminución!de!su!
expresión! en! la! línea! tumoral! humana! derivada! de! osteosarcoma! U2OS.!
Hemos! observado! que! el! silenciamiento! génico! de! JunB! da! lugar! una!
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disminución!del!número!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!podría!estar!regulando!genes!que!no!han!
sido!todavía!identificados!como!sus!dianas!transcripcionales!durante!el!ciclo!
celular.! Con! el! propósito! de! identificar! nuevos! genes! diana! de! JunB! se!
llevaron!a!cabo!experimentos!de!ChIPcseq!y!de!análisis!transcriptómico.!

Los! experimentos! de! ChIPcseq! se! realizaron! tanto! en! células! U2OS!
como!en!células!derivadas!de!LACG!ALK+!Karpas!299!con!un!objetivo!doble.!
Por!un!lado,!la!identificación!de!potenciales!genes!diana!de!JunB!implicados!
en!ciclo!celular!en!células!U2OS,!con!niveles!fisiológicos!de!JunB!que!oscilan!
a! lo! largo!del!mismo,! con! el! propósito! de! profundizar! en! el! papel! de! este!
factor!de!transcripción!en!el!ciclo!celular!y!en!la!importancia!de!su!correcta!
regulación!durante!el!mismo.!Por!otro! lado,! la! caracterización!de! los! sitios!
de! unión! de! JunB! al! genoma! de! las! células! Karpas! 299,! donde! está!
sobreexpresado,!y!la!comparación!con!los!resultados!obtenidos!en!las!células!
U2OS! para! identificar! genes! que! puedan! estar! regulados! de! manera!
anómala!por!JunB!en!células!Karpas!299!y!que,!por!tanto,!puedan!contribuir!
al!papel!oncogénico!de!este!factor!de!transcripción!en!el!linfoma!anaplásico!
de!células!grandes!ALK+.!!

Al! comparar! las! regiones!de!unión!de! JunB! al! genoma! identificadas!
mediante!ChIPcseq!en!células!U2OS!y!en!células!Karpas!299!obtuvimos!una!
pequeña!fracción!de!regiones!comunes!(aproximadamente!un!15%!del!total!
de!regiones!para!cada!línea!celular).!Estos!resultados!indican!que!la!función!
de! JunB!depende! del! contexto! celular! y! que! la! presencia! de! otros! factores!
específicos!de! cada! línea! celular!puede! estar! afectando! la!unión!de! JunB!a!
diferentes! zonas! reguladoras.! Cabe! destacar,! además,! que! las! células!
derivadas!de!LACG!se! caracterizan!por! tener!desequilibrios! cromosómicos!
(Piccaluga!et!al.,!2010)!

JunB,! al! igual! que! el! conjunto! de! la! familia! APc1! de! factores! de!
transcripción!está!implicado!en!multitud!de!procesos!biológicos!(Jochum!et!
al.,!2001).!Al!analizar!los!términos!de!ontología!génica!asociados!a!los!genes!
a!los!que!JunB!se!une!y!sobre!los!que,!por!tanto,!podría!estar!ejerciendo!un!
papel!como!regulador!transcripcional,!se!han!identificado!una!gran!variedad!
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de! procesos! biológicos.! Entre! los! genes! identificados! se! han! encontrado!
muchos!específicos!de!una!de! las! líneas!celulares,!como!los!que!tienen!que!
ver! con! la! activación! de! linfocitos! en! células! Karpas! 299,! por! ejemplo,! y!
muchos!comunes!a!ambas!líneas.!Entre!los!grupos!de!genes!identificados!en!
ambas! líneas,! cabe!destacar!un! enriquecimiento!de! genes! implicados! en! el!
control!del!ciclo!celular!y!la!regulación!de!la!proliferación!celular.!!

Uno! de! los! genes! implicado! en! proliferación! celular! que! presenta!
región! de! unión! de! JunB! en! las! células! Karpas! 299! pero! no! en! las! U2OS,!
indicando!una!regulación!diferente!en!ambas! líneas!celulares,!es!TNFRSF8.!
Este! gen! codifica! la! proteína! CD30,! un! receptor! transmembrana! de! la!
superfamilia!de!los!receptores!del!factor!de!necrosis!tumoral!(TNF)!que!está!
constitutivamente!expresado!en!LACG!(Stein!et!al.,!2000).!Se!ha!descrito! la!
existencia! de! un! mecanismo! de! retroalimentación! positiva! que! conduce! a!
elevados!niveles!de!expresión!de!JunB!y!CD30.!Por!un!lado,!JunB!se!une!al!
promotor!de!CD30!y!activa!su! transcripción!y,!por!el!otro,!CD30! induce! la!
expresión!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!
además! 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! (PapoudoucBai! et! al.,! 2015;! Rassidakis! et! al.,! 2005).!
Aunque! se! ha! atribuido! un! papel! importante! a!CD30! en! la!mediación! del!
efecto!oncogénico!descrito!para!JunB!en!LACG,!los!mecanismos!exactos!por!
los!que!actúa!no!están!muy!bien!caracterizados!(Pearson!et!al.,!2012).!!

Acorde! con! nuestros! resultados! obtenidos! en! células! U2OS,! el!
silenciamiento!de! JunB!en!células!derivadas!de!LACG!ALK+!conduce!a!un!
arresto!del!ciclo!celular!y!a!una!proliferación!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!
expresión! se! ha! descrito! que! varía! al! silenciar! JunB! en! células! Karpas! 299!
aparece!CCND2,! una! ciclina! involucrada! en! la! progresión! del! ciclo! celular!
cuya! expresión! disminuye! al! silenciar! JunB! (Atsaves! et! al.,! 2014).! La!
presencia! de! una! región! de! unión! de! JunB! observada! en! nuestros!
experimentos!de!ChIPcseq!en!células!Karpas!299!pero!no!en!U2OS!apunta!a!
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una!regulación!transcripcional!de!Ciclina!D2!por!JunB!específica!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!regulación.!De!hecho,!en!el!caso!de!las!células!U2OS!solo!
un!pequeño!porcentaje!de!los!genes!para!los!que!se!ha!identificado!unión!de!
JunB!ve!afectada!su!expresión!al!silenciar!JunB!(alrededor!de!un!10%).!Sería!
necesario,! por! tanto,! combinar! los! resultados! del!ChIPcseq! con! un! análisis!
transcriptómico!en!células!Karpas!299!bajo!condiciones!de!desactivación!de!
JunB,!para!poder!extraer!resultados!más!concluyentes!sobre!los!genes!diana!
de!JunB!implicados!en!mediar!su!papel!oncogénico!en!LACG!ALK+.!

!En!las!células!U2OS!realizamos!el!análisis!transcriptómico!a!partir!de!
mARN!aislado!de!células! transfectadas!con!ARN!pequeño!de! interferencia!
(siARN)!para!silenciar!JunB.!En!este!tipo!de!estudios!es!importante!tener!en!
cuenta! que! el! silenciamiento! génico! puede! ir! acompañado! de! efectos!
inespecíficos! (offdtargets)! resultado! de! la! parcial! complementariedad! de!
secuencia! entre! el! siARN! y! otros! mARNs! distintos! al! del! gen! diana!
provocando! la! inhibición! de! su! traducción! en! una! respuesta! análoga! a! la!
desencadenada!por!los!miARNs!(Singh!et!al.,!2011).!Con!objeto!de!descartar!
posibles! efectos! inespecíficos! derivados! del! silenciamiento! de! JunB!
realizamos! el! análisis! transcriptómico! con!dos! siARNs!diferentes!dirigidos!
contra! JunB.!En! respuesta! al! silenciamiento!de! JunB!1860!genes!mostraron!
cambios! significativos! cuando! silenciamos! con! siJunBc792! y! 1507! genes!
cuando! silenciamos! con! siJunBc848.! De! estos,! sólo! 246! genes! muestran!
cambios! significativos! en! los! dos! silenciamientos.! Los! distintos! resultados!
obtenidos! con! cada! uno! de! ellos! podrían! explicarse,! por! un! lado,! por! la!
mayor!eficiencia!del!oligonucleótido!siJunBc792!respecto!al!siJunBc848!en!la!
disminución! de! la! expresión! de! JunB! y,! por! otro,! por! los! efectos! sobre! la!
expresión!de!otros!miembros!de!las!familias!Jun!y!Fos!observados!al!utilizar!
siJunBc848.!!

Los! genes! diferencialmente! expresados! al! usar! siJunBc792! pero! no!
siJunBc848!podrían!ser!resultado!del!silenciamiento!específico!de!JunB!cuyo!
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efecto!no!se!observe!al!silenciar!con!siJunBc848,!bien!por!el!menor!nivel!de!
silenciamiento! de! JunB! obtenido! en! la! transfección! de! las! células! o! bien!
debido! a! que! los! diferentes! miembros! APc1! estén! ejerciendo! un! efecto!
positivo! o! negativo! sobre! la! expresión! de! los! genes! identificados! y! la!
alteración! en! sus!niveles! esté! compensando! el! efecto!de! la!disminución!de!
JunB.! En! esta! línea,! se! han! descrito! genes! implicados! en! el! ciclo! celular,!
como!CCND1!o!CDKN2D! (que!codifica! la!proteína!p19),! cuya!expresión!se!
ve! afectada!de! forma!opuesta!por!diferentes!miembros!APc1! (Verde! et! al.,!
2007).!La!utilización!de!otros!siARNs!contra!JunB!que!no!afecten!al!resto!de!
miembros! APc1! podrá! ayudar! a! validar! los! resultados! del! análisis!
transcriptómico!obtenidos!con!siJunBc792.!

Por! otro! lado,! es! difícil! concluir! que! la! expresión! diferencial! de! los!
genes! que! observamos! al! usar! siJunBc848! pero! no! siJunBc792! sea! debida!
exclusivamente!a!la!reducción!de!los!niveles!de!JunB.!Teniendo!en!cuenta!las!
variaciones! en! la! expresión! de! JUND! y! de! FOSL1! observadas! al! silenciar!
JunB! con! siJunBc848! los! cambios! de! expresión! de! genes! observados! al!
utilizar! este! siARN!podrían! ser! un! efecto! de! la! disminución! de! JUND! y/o!
FOSL1!y!no!ser!atribuibles!a!JunB.!Sin!embargo,!los!genes!cuya!expresión!se!
ve!alterada!también!al!silenciar!con!siJunBc792!sí!podrían!considerarse!como!
resultado! de! la! disminución! de! los! niveles! de! JunB! ya! que! en! el! caso! de!
siJunBc792!ningún!otro!miembro!de!APc1!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! están! implicados! en! ciclo! celular.! Uno! de! los! genes! identificados! que!
resulta!de!especial!interés!por!su!papel!central!en!el!ciclo!celular!es!CCNE1.!
Su!actividad!es!fundamental!en!la!transición!G1/S!(Hwang!&!Clurman,!2005)!
por!lo!que!niveles!reducidos!de!esta!ciclina!explicarían!la!disminución!en!el!
número!de!células!en!fase!S!observada!al!silenciar!JunB.!

En! las! regiones!de!unión!de! JunB! al! genoma! identificadas!mediante!
ChIPcseq!no!aparece!ninguna!situada!a!±10!kb!del!TSS!del!gen!de!CCNE1.!
Esto!indicaría!que!el!efecto!de!JunB!sobre!la!expresión!de!la!Ciclina!E1!no!es!
directo.! JunB! podría! estar! afectando! la! expresión! de! algún! regulador!
transcripcional!de!CCNE1!lo!que!conduciría!a!la!reducción!de!sus!niveles!de!
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manera!indirecta!produciendo,!así,!la!parada!en!el!ciclo!celular.!No!obstante,!
al!analizar!en!detalle!su!secuencia!hemos!localizado!un!sitio!APc1/TRE!a!c6.6!
kb!de!su!TSS.!Al!examinar!los!datos!procedentes!de!la!inmunoprecipitación!
de!cromatina!con!el!programa!IGV!(Robinson!et!al.,!2011;!Thorvaldsdottir!et!
al.,! 2013),! que! permite! visualizar! los! fragmentos! de! ADN! obtenidos! de! la!
secuenciación! alineados! sobre! el! genoma! humano,! hemos! observado! un!
enriquecimiento! de! secuencias! inmunoprecipitadas! en! esa! zona.! Sin!
embargo,! en! la! misma! región! hay! también! una! ligera! acumulación! de!
secuencias! en! la! muestra! que! contiene! el! extracto! total.! Como! para! la!
correcta!asignación!de!zonas!de!unión!de! JunB!al!genoma!se!comparan! las!
secuencias!obtenidas!en! la!muestra! inmunoprecipitada! respecto!al! extracto!
total,!el!enriquecimiento!obtenido!en!este!último!impide!la!asignación!de!esa!
región! como! sitio! de! unión! de! JunB! y! explica! el! que! no! haya! sido!
identificada! por! el! programa! MACS! (Zhang! et! al.,! 2008).! Un! análisis!
específico! de! esa! región! mediante! ChIPcqPCR! sería! conveniente! para!
confirmar!si!JunB!se!une!o!no!a!ella.!!

Por!otro!lado,!hay!que!tener!en!cuenta!que!el!ChIPcseq!fue!realizado!
en! células! en! crecimiento! asincrónico! donde! eventos! que! suceden! en!
momentos! concretos! del! ciclo! celular! pueden! pasar! desapercibidos.! Así,!
factores! de! transcripción! implicados! en! la! regulación! de! genes! de! ciclo!
celular!que!tienen!su!expresión!muy!limitada!a!un!periodo!del!mismo,!como!
ocurre!con!CCNE1,!podrían!unirse!a!las!secuencias!reguladoras!sólo!cuando!
se! requiriera! su! actividad! y! sería! necesario! analizar! su! unión! a! dichas!
regiones! en! células! sincronizadas! en! la! fase! de! interés! para! obtener!
resultados!concluyentes.!En!este!sentido,!tampoco!se!ha!detectado!unión!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! disminución! del! número! de! células! en! fase! S!
provocada! por! un!mecanismo! distinto! sea! la! causa! de! la! reducción! en! los!
niveles!de!CCNE1!en!lugar!de!su!consecuencia.!!

Al!comparar!los!resultados!del!ChIPcseq!en!células!U2OS!con!los!del!
análisis! transcriptómico! 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!está!muy!estudiado!aunque!se!ha!descrito!que!
su!sobreexpresión!conduce!al!bloqueo!del!mismo!(Gamper!et!al.,!2009).!JunB!
actúa!como!represor!transcripcional!de!GAS2L1.!Al!silenciar!su!expresión!se!
observa! un! incremento! en! la! expresión! de!GAS2L1! que! estaría,! 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!microtúbulos! (Stroud! et! al.,! 2014).! Tal! vez!un!
aumento! anómalo!de! sus! niveles! da! lugar! a! problemas! en! la! organización!
del! huso! mitótico! o! en! la! segregación! cromosómica! que! conducen! a! la!
activación! del! punto! de! control! del! huso! mitótico! y! a! la! parada! del! ciclo!
celular.!!

! ERCC2!es!una!helicasa!de!ADN!que!juega!un!importante!papel!en!la!
reparación!del!ADN!por!escisión!de!nucleótidos!(NER),!en! la! transcripción!
basal!mediada!por!la!ARN!polimerasa!II!y!en!el!ciclo!celular.!Mutaciones!en!
el!gen!ERCC2!dan! lugar!a!diferentes!desórdenes!genéticos!conocidos!como!
síndromes! NER.! Ante! un! daño! en! el! ADN! la! célula! pone! en! marcha!
diferentes!mecanismos!de!reparación!en!función!de!la!lesión!para!preservar!
la! información! genética.! Uno! de! ellos! es! la! reparación! por! escisión! de!
nucleótidos! en! la! que! ERCC2! juega! un! importante! papel! en! el!
reconocimiento!de!la!lesión!y!en!la!apertura!de!la!doble!hélice!de!ADN!para!
permitir!el! corte!de! la! región!dañada!y! la!posterior! síntesis!del!ADN.!Para!
realizar! esta! función! ERCC2! se! encuentra! formando! parte! del! complejo!
TFIIH.! Este! complejo! esta! formado! por! 5! subunidades! que! se! asocian! al!
complejo!CAK!(CDK7,!Mat1!y!CcnH)!a!través!de!ERCC2.!Además!de!estar!
implicado!en!NER,!TFIIH!juega!un!importante!papel!en!la!regulación!de!la!
transcripción!basal!mediante!la!fosforilación!del!dominio!Ccterminal!(CTD)!
de!la!ARN!Polimerasa!II!por!la!actividad!quinasa!del!complejo!CAK!(CDK7)!
(Chen!&!Suter,!2003;!Fuss!&!Tainer,!2011;!Oksenych!&!Coin,!2010).!Debido!al!
papel! de! ERCC2! en! la! transcripción! basal,! la! disminución! en! sus! niveles!
como! consecuencia! del! silenciamiento! de! JunB! podría! estar! afectando! a! la!
correcta!progresión!del!ciclo!celular!para!la!que!se!requiere!la!transcripción!
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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progresión!del!ciclo!celular!activando,!mediante!fosforilación,!a!las!CDKs.!Se!
ha!propuesto!que!ERCC2!regula!la!progresión!por!el!ciclo!celular!mediante!
la! unión! a! CAK! que! resulta! en! la! inhibición! de! su! acción! sobre! las! CDKs!
(Cameroni!et!al.,!2010).!En!base!a!resultados!obtenidos!en!Drosophila!se!ha!
descrito!un!mecanismo!por! el! cual!ERCC2!estaría! regulando! la!progresión!
mitótica!mediante!el!secuestro!de!CAK.!Los!niveles!de!ERCC2!son!bajos!al!
inicio! de! mitosis! coincidiendo! con! el! momento! de! mayor! activación! de!
CDK1.! La! disminución! de! ERCC2! podría! contribuir! al! aumento! de! la!
actividad! mitótica! de! CAK! a! la! vez! que! serviría! de! mecanismo! de!
silenciamiento!de!la!transcripción!basal!durante!la!mitosis!(Chen!et!al.,!2003).!
JunB! es! un! regulador! positivo! de! la! expresión! 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!disminución!de! los!niveles!
de!JunB!es!necesaria!para!la!disminución!de!ERCC2!al!principio!de!mitosis!y!
la! activación! de! CDK1! que! permita! una! adecuada! progresión!mitótica,! al!
mismo! tiempo! que! se! produce! la! disminución! de! la! transcripción! basal!
característica!de!mitosis.!Sería!interesante!analizar!si!la!regulación!de!ERCC2!
durante! el! ciclo! celular! descrita! en! Drosophila! se! reproduce! en! células!
humanas! y! si! la! variación! de! JunB! durante! el! ciclo! celular! está!
contribuyendo!a!la!misma.!

Además!de!GAS2L1! y!de!ERCC2!hemos! identificado!como!potencial!
diana! de! JunB! a! CITED2# (CBP/p300# interacting# coactivator# with# glutamic#
acid/aspartic# aciddrich# tail)! (Tabla! 11).! CITED2! codifica! una! proteína!
bifuncional! que! pertenece! a! una! familia! de! cofactores! transcripcionales!
caracterizados!por! tener!un!dominio!EDcrico! conservado! en! el! extremo!Cc
terminal.!Un!motivo!funcional!(LPXL)!dentro!de!este!dominio!es!necesario!y!
suficiente! para! la! unión! a! la! primera! región! rica! en! cisteínachistidina! de!
CBP/p300.! Inicialmente! se! describió! como! un! corepressor! del! factor!
inducible!por!hipoxia!1α! (HIF1α)!ya!que!compite!por!HIF1α!para!unirse!a!
CBP/p300! (Bhattacharya! et! al.,! 1999).! CITED2! también! actúa! como! un!
coactivador! de! la! proteína! activadora! 2! (APc2)! (Bhattacharya! et! al.,! 1999),!
proteína!PPARα!y!PPARγ!(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! sobrexpresión! de!
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CITED2!arresta!el!ciclo!celular!en!células!de!cáncer!de!colon!(Bai!&!Merchant,!
2007)! y! en! células! de! carcinoma! hepatocelular! (Cheung! et! al.,! 2013),!
aumentando!la!expresión!del!inhibidor!de!quinasas!dependientes!de!ciclina!
p21!en!ambos!casos.!Estos!estudios!irían!de!acuerdo!con!!nuestros!resultados!
puesto!que!el!aumento!de!expresión!de!CITED2!que!observamos!al!silenciar!
JunB!podría!conllevar!el!arresto!de!ciclo!celular!en!G1/S!que!observamos.!

Hemos! identificado! también! otras# potenciales! dianas!
transcripcionales!de!JunB!cuya!expresión!varía!sólo!al!utilizar!siJunBc792!y!
que!sería!interesante!validar.!Entre!ellas!hay!que!destacar!a!CDKN1A,!E2F7,!
SFN! y!PTP4A2.!Estos! cuatro!genes! están! implicados! en! la!parada!del! ciclo!
celular! según! distintos!mecanismos! que! se! explican! a! continuación! por! lo!
que! sus! cambios! de! expresión! al! silenciar! JunB! contribuirían! a! explicar! el!
marcado!fenotipo!observado!en!la!Figura!50C.!

CDKN1A! pertenece! a! la! familia! CIP/KIP! de! inhibidores! de! CDKs.!
Codifica! la! proteína! p21! que! está! implicada! en! multitud! de! procesos!!
celulares! tales! como! reparación! del! ADN,! senescencia,! muerte! celular! y!
envejecimiento.! Juega! un! papel! central! en! la! progresión! del! ciclo! celular!
mediante!la!unión!e!inhibición!de!los!complejos!CDKcCiclina!que!conduce!a!
la! parada! del! ciclo! celular! en! diferentes! fases.! Su! asociación! al! complejo!
CDK4/6cCiclina! D! inhibe! la! fosforilación! de! pRb! e! induce! arresto! en! G1;!
durante!la!fase!S,!su!asociación!con!PCNA!impide!la!formación!del!complejo!
replicativo! lo!que!conduce!a!un!bloqueo!en! la! replicación!del!ADN!y!a!un!
arresto! de! las! células! en! fase! S;! se! une,! además,! e! inhibe! a! los! complejos!
CDK1cCiclina!B1!y!CDK1/2cCiclina!A!provocando!una!parada!en!G2!(Jung!
et! al.,! 2010;! Warfel! &! ElcDeiry,! 2013).! En! los! histogramas! centrales! de! la!
Figura! 50C! (los! obtenidos! al! silenciar! JunB! con! siJunBc792)! se! observa!
parada! en! todas! las! fases! del! ciclo,! incluso! en! S,! ya! que! en! la! gráfica! que!
muestra!las!células!positivas!para!EdU!aparecen!células!en!la!región!central!
del! histograma,! correspondiente! a! fase! S,! que! son! negativas! en! EdU.! Este!
resultado!concuerda!con!la!parada!en!la!replicación!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!proliferación!
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celular.!p21!es!un!mediador!central!del!efecto!supresor!de!tumores!de!p53!y!
está!regulado!positivamente!por!este!factor!de!transcripción!como!respuesta!
al!daño!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!podría!estar!implicado!en!la!regulación!transcripcional!de!
p21! mediante! la! unión! a! sitios! Sp1! en! su! promotor! y! a! través! de! la!
regulación!de!p53!(Schreiber!et!al.,!1999;!Wang!et!al.,!2000),!aunque!hasta!la!
fecha! no! se! ha! implicado! a! JunB! en! la! regulación! transcripcional! de! este!
inhibidor!de!CDKs.!La!represión!transcripcional!de!p21!por!JunB!otorgaría!a!
este!factor!un!importante!papel!oncogénico!ya!que!estaría!favoreciendo!que!
tuviera! lugar! una! división! celular! descontrolada! contribuyendo! así! a! la!
proliferación!celular.!De!acuerdo!con!nuestros!resultados,! recientemente!se!
ha! descrito! que! el! silenciamiento! de! JunB! en! células! derivadas! de! LACG!
ALK+! induce! la!sobreexpresión!de!p21! (Atsaves!et!al.,!2014),! lo!que!parece!
reforzar!nuestra!hipótesis.!

E2F7! es!miembro!de! la! familia! de! factores! de! transcripción!E2F! que!
juegan!un!papel!importante!regulando!la!expresión!de!genes!implicados!en!
ciclo!celular,!replicación!del!ADN,!reparación!del!ADN!y!mitosis,!entre!otros!
procesos.! Los! factores! E2F! juegan! un! papel! central! en! el! control! de! la!
transición! G1/S! al! regular! de! manera! coordinada! la! expresión! de! genes!
implicados!en!este!periodo!del! ciclo!celular.!A!diferencia!de! la!mayoría!de!
los!miembros!de!su! familia,!E2F7!actúa!como!represor! transcripcional!y!su!
expresión! ectópica! tiene! un! efecto! antiproliferativo,! dando! lugar! a! la!
supresión!de!genes!diana!de!E2F!y!a!la!acumulación!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!expresión!
al! silenciar! JunB! con! siJunBc792! estaría! contribuyendo,! por! tanto,! a! la!
disminución!de!los!niveles!de!Ciclina!E1!y!a!la!parada!de!las!células!en!G1.!

SFN! codifica! 14c3c3σ,! una! proteína! de! la! familia! 14c3c3.! Estas!
proteínas!de!andamiaje! se!unen!de! forma!específica!a! residuos!de!serina!o!
treonina!fosforilados!afectando!la!localización,!estabilidad!o!actividad!de!las!
proteínas! diana.! Interaccionan! con! una! gran! variedad! de! proteínas! y! son!
reguladores! clave! de! multitud! de! procesos! celulares,! entre! ellos! el! ciclo!
celular!donde!juegan!un!importante!papel!coordinando!la!progresión!de!las!
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células! durante! las! diferentes! fases! del!mismo!y! regulando! la! respuesta! al!
daño!en!el!ADN.!En!el!caso!concreto!de!14c3c3σ,!se!le!ha!atribuido!un!papel!
de!supresor!tumoral!ya!que!regula!negativamente!el!ciclo!celular!mediante!
su!unión!a!CDKs!y!su!expresión!disminuida!se!ha!observado!en!numerosos!
cánceres!de!origen!epitelial.!Su!expresión!exógena!conduce!a!una!parada!del!
ciclo! celular! en! G2/M.! Al! igual! que! p21,! 14c3c3σ! se! induce! por! p53! en!
respuesta!al!daño!en!el!ADN!y!su!mayor!expresión!conduce!a!un!arresto!en!
G2!al!secuestrar!al!complejo!CDK1cCiclina!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!expresión!al!silenciar!JunB!estaría,!pues,!contribuyendo!a!la!parada!de!las!
células!en!G2/M.!

Entre! los! genes! que! disminuyen! su! expresión! al! silenciar! JunB! con!
siJunBc792! aparece! PTP4A2.! Este! gen! codifica! una! fosfatasa! de! tirosina!
asociada! con! la! progresión! tumoral! que! está! sobreexpresada! en! diferentes!
tumores!primarios!y!metastáticos.!Se! la!considera!una!proteína!oncogénica!
aunque! su! regulación! y! los! mecanismos! de! señalización! en! los! que! está!
implicada!durante!el!desarrollo! tumoral!no!están!muy!caracterizados! (Rios!
et! al.,! 2013).! Se! ha! descrito! que! PTP4A2! juega! un! papel! en! el! ciclo! celular!
promoviendo!la!progresión!por!la!transición!G1/S!a!través!de!la!disminución!
de!los!niveles!de!p21!(Werner!et!al.,!2003).!Su!expresión!ectópica!disminuye!
la! actividad! del! promotor! de! p21! a! la! vez! que! produce! un! aumento! en! la!
actividad!APc1!(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! podría! contribuir! a! mediar! el! efecto!
oncogénico!de!PTP4A2!a!través!de!la!represión!de!p21.!Además,!apuntan!a!
la!existencia!de!un!mecanismo!de!regulación!entre!PTP4A2!y!JunB!similar!al!
descrito!para!CD30!y!JunB!en!LACG.!PTP4A2!induciría!la!actividad!de!JunB!
a!la!vez!que!JunB!activaría!de!manera!directa!su!transcripción.!!

En! este! trabajo! nos! hemos! centrado! en! los! genes! implicados! en! la!
regulación! 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!biológicos!enriquecidos!que!aparecen!
entre! los!genes! identificados!como!potenciales!dianas!de! JunB.!De!especial!
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interés!son!los!obtenidos!para!los!genes!que!presentan!unión!de!JunB!según!
los!resultados!del!ChIPcseq!y!expresión!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!(SchorppcKistner!et!al.,!1999).!!

!
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%

%

Conclusiones%
!

!

!

1. El! complejo! E3! ubicuitina! ligasa! SCFFbxw7! es! el! responsable! de! la!
degradación!de!JunB!en!G2!tardía.!

2. JunB!posee!residuos!fosforilables!clave!para!la!unión!de!la!E3!ligasa!que!
se! encuentran! en! un! motivo! de! reconocimiento! consenso! para! Fbxw7!
llamado! CPD! (consensus! phospho! degron)! y! cuya! fosforilación! es!
mediada,!en!parte,!por!la!quinasa!GSK3β.!

3. En! células! derivadas! de! linfoma! anaplásico! de! células! grandes! que!
expresan! de! forma! constitutiva! la! quinasa! ALK! (LACG! ALK+)! la!
inactivación! de! GSK3! mediada! por! la! ruta! de! señalización!
ALK/PI3K/AKT!contribuye!a!la!estabilización!de!JunB!en!G2/M.!

4. La! acumulación! de! JunB! en! mitosis! conduce! a! elevados! niveles! de!
Ciclina! A2! y! niveles! reprimidos! de! DDX11,! una! helicasa! de! ADN!
implicada!en!la!cohesión!de!las!cromátidas!hermanas,!dando!lugar!a!la!
aparición! de! defectos! mitóticos! que! pueden! conducir! a! inestabilidad!
genética,!contribuyendo!de!esta!manera!al!desarrollo!neoplásico.!

5. JunB! es! esencial! para! una! correcta! progresión! del! ciclo! celular.! Su!
silenciamiento! génico! da! lugar! a! una! parada! del! ciclo! celular! con! un!
menor!número!de!células!en!fase!S.!



Conclusiones 
 

 164 

6. Se! han! identificado! 246! genes! diferencialmente! expresados! al! silenciar!
JunB! con! dos! siARNs! distintos! en! células! U2OS.! De! ellos,! 12! están!
implicados!en!la!regulación!del!ciclo!celular,!entre!los!que!se!encuentra!
la!Ciclina!E1,!regulador!clave!de!la!transición!G1/S.!!

7. Mediante!ChIPcseq!se!han!identificado!798!genes!con!unión!de!JunB!en!
células! Karpas! derivadas! de! LACG! ALK+! implicados! en! una! gran!
diversidad! de! procesos! biológicos.! Entre! los! que! juegan! un! papel! en!
ciclo!celular!y!proliferación!se!encuentra!el!gen!que!codifica!CD30,!cuya!
expresión!incrementada!es!característica!del!LACG,!y!la!Ciclina!D2.!!

8. En!células!U2OS!se!han!identificado!975!genes!con!unión!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!
regulación!transcripcional.!

9. Se! han! identificado! tres! nuevas! dianas! transcripcionales! de! JunB!
implicados!en!la!regulación!del!ciclo!celular!en!células!U2OS:!GAS2L1!y!
CITED2,! sobre! las! que! ejerce! un! papel! represor,! y! ERCC2,! cuya!
expresión!es!activada!por!JunB.!

10. 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!regulación!dependiente!de!JunB!podría!
contribuir!al!papel!oncogénico!de!JunB.!!!!!!!

!
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