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1. Modificaciones Postraduccionales. 

 La compleja fisiología de las células eucariotas está regulada 
por todo un conjunto de catalizadores biológicos que son las enzimas. 
La actividad de estas enzimas viene determinada por su secuencia, 
codificada en el ADN de cada célula, pero también por toda una serie 
de mecanismos postranscripcionales y postraduccionales que generan 
la enorme diversidad de proteínas necesaria para la modulación de los 
procesos fisiológicos de la célula.  

 De los diversos mecanismos reguladores disponibles en la 
célula, las modificaciones postraduccionales (PTM) de las proteínas 
engloban más de 200 reacciones descritas hasta ahora (1), y consisten 
en la conjugación covalente de grupos químicos a residuos de la 
cadena de aminoácidos (2), pudiendo ser la naturaleza de las mismas 
muy variada. La importancia biológica y la diversidad de las PTM han 
recorrido un largo camino, desde las primeras y clásicas descripciones 
de su papel en la regulación de la actividad enzimática y la 
degradación de proteínas, hasta su implicación en casi todos los 
procesos celulares (3). 

 La amplia gama de modificaciones postraduccionales 
reversibles crea una gran diversidad en la señalización. Algunas 
modificaciones como la glicosilación y la unión de moléculas lipídicas, 
son estables e importantes para la maduración y el correcto 
plegamiento de las proteínas recién sintetizadas, mientras que otras 
como la fosforilación (4), son transitorias y tienen funciones esenciales 
en la señalización intracelular. Un hecho importante es que una 
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proteína puede ser modificada por más de un tipo de PTM o de 
manera múltiple por la misma modificación en diferentes residuos (3). 

1.1. Clasificación y Función de las Modificaciones 
Postraduccionales. 

 Las proteínas son estructuras formadas por cadenas de 
aminoácidos ordenados en una secuencia concreta, adoptando una 
conformación tridimensional determinada pero flexible. Las proteínas 
pueden ejecutar diversas funciones, desde proporcionar a la célula su 
soporte estructural como hacen las proteínas del citoesqueleto, a 
favorecer reacciones químicas como las enzimas, controlar el tráfico 
intracelular y el flujo de sustancias entre la célula y el exterior, y regular 
la expresión de los genes (2). El número de genes que codifican 
proteínas es muy similar entre los diferentes organismos con una 
complejidad variada. De manera que la actividad, estabilidad y 
localización subcelular de las proteínas se regulan de una manera muy 
precisa a través de las modificaciones postraduccionales (5). 
  
 Entre las posibles PTM se incluyen las modificaciones de 
pequeños grupos químicos como los fosfatos, o los grupos acetilo y 
metilo, la conjugación de lípidos y azúcares o la unión de moléculas 
pequeñas como la ubiquitina y otras 16 proteínas similares a la 
ubiquitina denominadas UBLs (ubiquitin like molecules) (6). La 
ubiquitina es el modificador mejor caracterizado y participa en 
prácticamente todos los aspectos de la homeostasis celular, a través 
del sistema ubiquitin-proteosoma (7). Dentro de las UBLs, se 
encuentran los miembros de la familia SUMO, implicados en la 
regulación de un gran número de procesos biológicos como la 
transcripción genética, el ciclo celular y la apoptosis entre otros (8); los 
miembros de la familia ATG8 y ATG12 que controlan la autofagia (9); 
FAT10, ISG15 y FUB1 que actúan como reguladores de las respuestas 
inmunitarias e inflamatorias (10) (11), URM1 que puede funcionar 
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regulando el estrés oxidativo y modula la traducción de proteínas a 
través de la tiolación del ARNt (12), y NEDD8, una proteína que 
desempeña un papel fundamental en el crecimiento celular, la 
viabilidad y el desarrollo (13) (14). 

1.2. Ubiquitinación. 

 El descubrimiento del hecho de que las histonas podían ser 
modificadas por la proteína ubiquitina a través de enlaces peptídicos 
ligados a las lisinas (Lys), marcó una nueva etapa en la señalización 
postraduccional. Hasta ese momento, lo que se sabía era que 
pequeñas modificaciones químicas de los aminoácidos, entre las que 
se incluían la fosforilación y la acetilación, regulaban la función de las 
proteínas (5). La importancia de las modificaciones postraduccionales 
surgió en la década de los 80, cuando los estudios de referencia 
relacionaron la ubiquitinación de los sustratos dependientes de ATP 
con su degradación por el proteosoma, estudios que han dado lugar a 
todo lo que se conoce actualmente (15). 

 La ubiquitinación regula una gran cantidad de funciones 
celulares. La principal es etiquetar proteínas para su posterior 
degradación por el proteosoma, regulando de esta manera la 
progresión del ciclo celular (16), la inducción de la respuesta 
inflamatoria (17) y la presentación de antígenos (18), entre otros (19). 
Por otro lado, también se ha descrito que la ubiquitinación regula otros 
procesos que no implican la proteólisis dependiente del sistema 
ubiquitin-proteosoma, como la función ribosómica (20), las 
interacciones entre proteínas, la alteración de la distribución subcelular 
y la reparación del ADN, así como la función de ciertos factores de 
transcripción (19). Por estas razones, no es de extrañar que la 
ubiquitinación se haya relacionado con prácticamente todos los 
procesos celulares (21). 
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 La ubiquitina es un polipéptido formado por 76 aminoácidos, 
que cumple funciones esenciales en las células eucariotas a través de 
su unión covalente a otras proteínas intracelulares en residuos de 
lisina. Este péptido contiene siete residuos de lisina, los cuales pueden 
ser ubiquitinados a su vez, dando lugar a cadenas de ubiquitina unidas 
a isopéptidos (15), o sufrir otro t ipo de modificaciones 
postraduccionales, químicamente diferentes, como la fosforilación y la 
acetilación (15). La naturaleza de estas ramificaciones genera una 
interfaz que es reconocida por diferentes proteínas, lo que determina 
el destino final de la proteína (22). 

 La vía de ubiquitinación se produce a través de la acción 
secuencial de la enzima activadora de ubiquitina (Ub) E1, las enzimas 
conjugadoras de Ub denominadas UBC o E2 y las ligasas de Ub 
denominadas comúnmente E3 (23). El proceso comienza con la 
activación de la ubiquitina libre, mediante la formación de un enlace 
tío-éster entre el grupo carboxilo de la misma y la cisteína (Cys) 
activada de la proteína E1, de esta forma, se prepara el extremo C-
terminal de la ubiquitina para que se produzca el ataque nucleofílico, 
en un proceso dependiente de ATP. A continuación, la ubiquitina se 
transfiere a la Cys activa de la proteína de conjugación E2, que 
transporta transitoriamente la molécula de ubiquitina activada, y 
finalmente una ligasa E3, encargada de catalizar la ubiquitinación del 
sustrato, transfiere la ubiquitina al residuo de lisina específico del 
sustrato, dando como resultado la formación de un enlace entre el 
extremo C-terminal de la ubiquitina y el grupo ε-amino del residuo de 
lisina perteneciente al sustrato (figura 1). Este mecanismo en tres 
pasos inicia todas las reacciones de ubiquitinación que se conocen, 
independientemente de si ésta modificación señala la degradación 
proteosomal o cualquier otro destino (19) (21). 
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Figura 1: Esquema de ubiquitinación. 

 Los sustratos pueden sufrir modificaciones por una única 
ubiquitina en uno o más sitios, dando lugar a procesos de 
monoubiquitinación y multi-monoubiquitinación respectivamente, o se 
pueden etiquetar con cadenas de ubiquitina, dando lugar a poli- o 
multiubiquitinación. La formación de las cadenas peptídicas puede 
ocurrir a través de los siete residuos de Lys internos que contiene la 
ubiquitina o en su extremo N-terminal. La mayoría de las evidencias 
experimentales concluyen que las cadenas de ubiquitina se construyen 
secuencialmente comenzando con el péptido unido al sustrato, pero 
también hay algunos artículos que describen que las cadenas se 
pueden construir en E2 o E3 y transferirse a los sustratos en bloque 
(21), de manera que las cadenas de ubiquitina son una señal 
reconocible por otras proteínas con funciones específicas que se unen 
a ellas. También, existen las proteínas deubiquitinasas (DUBs), que son 
una familia de enzimas que revierten la adición de ubiquitina,  
rompiendo el enlace peptídico y liberando los péptidos intactos (24). 

 La ubiquitinación se produce con elevada especificidad 
espacial, temporal y de sustrato, debido a las más de 600 enzimas E3 
que se conocen codificadas por el genoma de los mamíferos (25), 
mientras que se estima que codifica 2 importantes enzimas E1 y 
aproximadamente unas 30 enzimas E2, que contienen un núcleo 
catalítico formado por unos 160 aminoácidos. Además de la 
especificidad y complejidad celular, las E3 representan una 
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superfamilia mucho más grande y diversa, que cumple una serie de 
condiciones fisiopatológicas que las convierten en interesantes 
objetivos farmacológicos (26). Se conocen principalmente 2 grupos de 
enzimas ligasas de ubiquitina (E3), que tienen en común la capacidad 
de unir un sustrato con una E2 específica, regulando diferentes 
procesos celulares al mediar la ubiquitinación de proteínas de maneras 
funcionalmente distintas, conocidos como HECT-E3 y RING-E3, que 
difieren en la forma de transferencia de la ubiquitina al sustrato (27). 

1.2.1. HECT-E3 ubiquitin ligasas. 

 Las ligasas de ubiquitina HECT-E3 son el grupo minoritario de 
ligasas E3, y se caracterizan por tener importantes funciones en el 
transporte de proteínas, la respuesta inmune y en diversas rutas de 
señalización que regulan el crecimiento y la proliferación celular. En 
mamíferos se han descrito unas 30 proteínas HECT-E3 (21). 

 La mayoría de las ligasas E3 de este tipo contienen un dominio 
HECT catalítico conservado, formado por 350 aminoácidos, que se 
localiza en el extremo C-terminal de estas enzimas y se describió por 
primera vez en el virus del papiloma humano. Este dominio está 
formado por dos lóbulos, el lóbulo C que se sitúa en el extremo C-
terminal de la proteína y es donde se encuentra la cisteína (Cys) que 
forma los complejos tioéster con la ubiquitina, y el lóbulo N en la 
región N-terminal donde se une la enzima E2 (28). Este dominio es el 
que presenta la actividad de ubiquitina ligasa (figura 2).  

 Las HECT-E3 ubiquitina ligasas pueden presentar uno o más 
dominios de interacción  de tipo proteína-proteína o proteína-lípido, 
situados hacia el extremo amino de las proteínas. Pueden dividirse en 
tres grupos: la familia Nedd4, la familia HERC y otros HECT (27). Los 
miembros de la familia Nedd4 contienen un dominio denominado C2 
en el extremo N-terminal, que se une a los  fosfolípidos, mediando la 
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orientación intracelular a la membrana plasmática. Pueden unirse 
también a otro tipo de proteínas específicas como la anexina (29) (30). 
Además contienen entre dos y cuatro dominios WW y el dominio HECT 
en el extremo C-terminal. La familia HERC posee uno o varios dominios 
denominados RLD (dominios homólogos al regulador de la 
condensación de la cromatina RCC1) y el dominio HECT (31). Y por 
último, otras familias HECT que incluyen proteínas que pueden 
contener varios dominios. 

 
Figura 2: Estructura de las ligasas de ubiquitina HECT-E3. Estas enzimas contienen 
un residuo de Cys catalítico conservado que actúa como un aceptor de ubiquitina de 
las enzimas E2. Posteriormente, la ubiquitina se transfiere a un residuo de Lys 
específico del sustrato. Modificado de (27). 

1.2.2. RING-E3 ubiquitin ligasas. 

 Las ligasas de ubiquitina RING-E3 son el subgrupo más grande 
de ubiquitin ligasas, implicadas en gran medida en los procesos de 
apoptosis y en el correcto funcionamiento del ciclo celular. Su 
estructura es multimérica y está formada por un dominio RING, que 
coordina Zn2+ a través de residuos de cisteína e histidina 
específicamente espaciados, que se une al E2 determinado (32). 
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 A diferencia del dominio HECT, RING no forma un intermedio 
catalítico con la ubiquitina, sino que actúa como un andamio entre la 
enzima E2 y el sustrato, facilitando así la interacción entre ambos, la 
transferencia de la ubiquitina y por lo tanto la ubiquitinación del 
sustrato (21) (figura 3). 

 
Figura 3: Estructura de las ligasas de ubiquitina RING-E3. Enzimas que actúan 
como andamio facilitando la interacción entre la E2 y el sustrato. Modificado de (27). 

 Los miembros de esta familia pueden formar monómeros, 
dímeros o complejos multiproteicos (figura 4). La dimerización puede 
dar lugar a homodímeros como BIRC2, un inhibidor celular de la 
apoptosis, y TRAF2, un factor de transcripción asociado al receptor 
TNFα, o heterodímeros como MDM2, un importante regulador 
negativo del supresor tumoral p53, y BRCA1, gen supresor de tumores 
(33). Dentro de los complejos de múltiples subunidades se encuentra 
el complejo FANCcore, una ligasa E3 multiproteica que contiene la 
l i g a s a E 3 - R I N G d e n o m i n a d a FA N C L e n c a r g a d a d e l a 
monoubiquitinación de los sustratos FANCD2 y FANCI, en 
colaboración con la enzima E2 de conjugación UBE2T (34) (35) (36). 
Igualmente se encuentra la superfamilia de ligasas E3-Cullin-RING 
(CRL), que media la ubiquitinación de muchas proteínas diana, 
regulando así una amplia gama de procesos celulares (37). 
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Figura 4: Di ferentes t ipos de 
estructuras que pueden presentar las 
ligasas de ubiquitina RING-E3. Grupo 
de enzimas E3 que pueden formar 
desde monómeros o dímeros hasta 
grandes complejos multiproteicos. 
Modificado de (21). 

1.2.2.1. E3-CULLIN-RING ligasas (CRLs). 

 Los complejos Cullin-RING engloban la clase de ligasas de 
ubiquitina RING-E3 más grande que se conoce. Debido a la gran 
diversidad de subunidades receptor-sustrato que pueden formar, es 
posible que existan cientos de ligasas E3-Cullin-RING diferentes en las 
células eucariotas, lo que establece que estas enzimas sean 
mediadores clave en la regulación postraduccional de las proteínas 
(38) (39) (37). 
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 Aunque existe una gran diversidad de CRL en términos de su 
composición y función, es posible caracterizarlas por una serie de 
factores generales. Las ligasas Cullin-RING (figura 5) son unos 
complejos modulares formados 3 proteínas: una de las diferentes 
isoformas de la proteína Cullina, junto con la proteína RING-BOX y una 
variedad de adaptadores que reconocen y aportan sustratos 
adecuados para la ubiquitinación (24). 

 

Figura 5: Diagrama de una ligasa de ubiquitina E3-Cullin-RING. Las CRL presentan 
una estructura tridimensional formada por diferentes proteínas, una isoforma de CUL 
(CUL-1), la proteína RING-BOX (RBX1) y los adaptadores que reconocen los sustratos. 
La letra “K” que se encuentra en el sustrato representa el sitio aceptor de ubiquitina, 
mientras que la “K” que se encuentra en la CUL-1 es el sitio aceptor de NEDD8. La “C” 
que se localiza en la enzima E2 de conjugación de ubiquitina representa la localización 
de la Cys del sitio activo que se une a ubiquitina. Modificado de (24). 

 En los seres humanos, la familia de las cullinas está formada por 
7 isoformas:  CUL-1, CUL-2, CUL-3, CUL-4A, CUL-4B, CUL-5, CUL-7 y al 
menos otras dos proteínas como APC2, subunidad del complejo APC/
C promotor de la anafase y la proteína de anclaje citoplasmática PARC 
(CUL-9) (37) (24). Estas dos últimas proteínas, contienen un dominio 
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homólogo a las cullinas, y aunque poseen actividad de ubiquitina-
ligasa, son claramente diferentes a las otras cullinas (40) (41). 

 Las cullinas son proteínas de tipo scaf-fold para las ligasas E3 de 
ubiquitina Cullin-RING, con una arquitectura rígida y extendida, que 
controlan la ubiquitinación y la degradación proteosomal de proteínas 
que están implicadas en la regulación del ciclo celular, la regulación 
transcripcional y la transducción de señales (13) (42). Una característica 
importante de los CRL es que cada cullina puede unirse a numerosos 
receptores de sustrato, formándose por lo tanto ligasas E3 con un 
núcleo común pero capaces de reclutar diferentes proteínas. El núcleo 
catalítico común de las CRL consiste en una proteína RING y un 
miembro de la familia de las cullinas, de manera que la proteína RING 
se une al dominio de homología C-terminal de la cullina, próximo a un 
residuo de lisina conservado que se conjuga con NEDD8. La 
subunidad RING de las enzimas CRL actúa como el sitio de 
acoplamiento para las enzimas conjugadoras E2. Por otro lado, el 
dominio N-terminal de la cullina, que presenta una estructura similar 
entre todos los posibles miembros, tiene como función la interacción 
con las proteínas adaptadoras específicas, a las que se unen los 
receptores de sustrato (figura 5). Los receptores generalmente 
contienen un dominio N-terminal que se une al adaptador, y una 
región C-terminal que se une a la proteína (37). Los receptores de 
cullina marcan la especificidad del sustrato (43).  

 Las CRL que contienen CUL1 se denominan ligasas de 
ubiquitina SCF (SKP1-Cullin-F-Box), y reclutan sustratos a través de la 
proteína adaptadora SKP1 y el receptor de sustrato F-box (44), 
mientras que las otras CRL tienen composiciones diferentes y se les 
conoce con varios nombres. Las CRL de tipo 2 están formadas por 
CUL2 y CUL5 y reclutan sustratos a través de la proteína adaptadora 
Elongina C (45) y el receptor de sustrato SOCS. Los CRL de tipo 3 
formados por CUL3, reclutan sustratos a través de proteínas 
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adaptadoras que contienen dominio BTB (46) (47). Y por último, las 
CRL de tipo 4 formadas por CUL4, que pueden reclutar sustratos a 
través de proteínas adaptadoras que se unen a la proteína de unión al 
daño en el ADN DDB1 (48) (figura 6). 

 

Figura 6: Diferentes estructuras CRL en función del tipo de CUL que forma el 
núcleo catalítico junto con la proteína RING. El análisis estructural de la CUL-1 reveló 
que este tipo de proteínas tienen una forma alargada, con la proteína RING unida al 
extremo C-terminal, cerca del residuo de Lys conservado que se conjuga con el 
péptido NEDD8. En el extremo N-terminal de las proteínas CUL se encuentra la región 
que interactúa con las proteínas adaptadoras específicas, donde se unen los diferentes 
receptores de sustrato. Los receptores de sustrato contienen el extremo N-terminal 
que se une a la proteína adaptadora, y el C-terminal que se une al sustrato. (A) CRL tipo 
1, CUL-1 o proteínas SKP1. (B) CRL tipo 2, CUL-2 y CUL-5. (C) CRL tipo 3, CUL-3. (D) CRL 
tipo 4, CUL-4. Modificado de (37). 

 

CU
L1

SKP1

F-
BO

X

RI
N

G

SIM

NEDD8

Especificidad 
del sustrato

Zona 
catalítica

A

Especificidad 
del sustrato

Zona 
catalítica

Elongin C

CU
L2

,5
RI

N
G

NEDD8

Elongin B

SO
CS

SIM

B

 

CU
L1

SKP1

F-
BO

X

RI
N

G

SIM

NEDD8

Especificidad 
del sustrato

Zona 
catalítica

A

Especificidad 
del sustrato

Zona 
catalítica

Elongin C

CU
L2

,5
RI

N
G

NEDD8

Elongin B

SO
CS

SIM

B







C
UL

3

BTB

RI
N

G

SIM

NEDD8

Especificidad 
del sustrato

Zona 
catalítica

C

Especificidad 
del sustrato

DDB1

C
UL

4A
RI

N
G

NEDD8

Zona 
catalítica

D







C
UL

3

BTB

RI
N

G

SIM

NEDD8

Especificidad 
del sustrato

Zona 
catalítica

C

Especificidad 
del sustrato

DDB1

C
UL

4A
RI

N
G

NEDD8

Zona 
catalítica

D

44



	
 El número de posibles proteínas sustrato para los CRL es del 
orden de cientos, entre los que se incluyen el inhibidor del factor 
nuclear kB (IkB⍺), los inhibidores de quinasas dependiente de ciclinas, 
y el factor de transcripción NFR2 involucrado en la respuesta al estrés 
oxidativo, entre otros (13) (49). La degradación de los sustratos 
mediada por este grupo de enzimas, controla una amplia gama de 
procesos celulares, incluida la proliferación y diferenciación celular, así 
como la apoptosis (43). Por otro lado, la desregulación de esta familia 
de proteínas contribuye a la oncogénesis, que puede ser producida 
por la degradación excesiva de supresores tumorales o a través de la 
acumulación de oncoproteínas. 

 La cullina de esta familia de ligasas CRL necesita estar activada 
por NEDD8 para llevar a cabo su función, a excepción de APC2 y 
CUL-7 (13). Activar esta superfamilia de ligasas se convirtió en la 
principal característica del péptido NEDD8, ya que las cullinas son los 
sustratos mejor caracterizados para la neddilación, aunque con los 
años se han ido descubriendo y describiendo varias funciones 
biológicas en las que NEDD8 podría tener una gran importancia  (12). 

1.3. Neddilación. 

 El péptido similar a la ubiquitina NEDD8 es una proteína 
conservada de 81 aminoácidos, predominantemente nuclear, que se 
descubrió como uno de los diez genes regulados negativamente en el 
cerebro de los ratones durante el desarrollo, mientras que en los 
tejidos adultos, la expresión se observa principalmente en el corazón y 
músculo esquelético (14). Esta pequeña proteína desempeña un papel 
importante en la regulación de la proliferación y desarrollo celular (50). 

 Dentro de la familia de las UBLs, NEDD8 es el que presenta 
mayor homología (80%) e identidad (60%) con la ubiquitina, pero 
posee una vía de conjugación a proteínas sustrato diferente (13). A 
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pesar de esa homología, la ubiquitina y NEDD8 tienen funciones no 
intercambiables en las células (12). Ya se ha descrito que NEDD8 y las 
enzimas de neddilación se encuentran altamente expresadas en los 
cánceres humanos (51) (52) (53) (54) (55). 

 La estructura global de NEDD8 se puede dividir en dos partes, 
una cola C-terminal y un dominio globular de ubiquitina (UFD). La cola 
es flexible en disolución, y puede adoptar diferentes conformaciones 
al interaccionar con las enzimas de neddilación y de-neddilación 
denominadas DUBs (56). Al igual que la ubiquitina, el péptido NEDD8 
conjugado a una proteína termina con una secuencia de diGly (57), 
que es la que queda covalentemente unida a la lisina diana de 
neddilación, mediante la formación de un enlace isopeptídico entre el 
grupo carboxilo terminal de NEDD8 y el grupo ε-amino de un residuo 
de lisina del sustrato (12) (58).  

 La neddilación es una modificación postraduccional que 
conjuga covalentemente, de manera reversible, una molécula de 
NEDD8 a un residuo de lisina de la proteína sustrato (14) (figura 7). 
Este proceso tiene su propio conjunto de enzimas para garantizar una 
ruta de conjugación distinta a la ubiquitina (42). El proceso de 
neddilación consiste en una cascada multienzimática en la que 
participan tres enzimas denominadas E1, E2 y E3 específicas de la ruta. 
El proceso comienza con la activación del extremo C-terminal de 
NEDD8, que contiene el resto de diGly y que será atacado 
posteriormente por la cisteína catalítica de la enzima E1 activadora 
denominada NAE (12). NAE es un heterodímero formado por la 
proteína de unión a la proteína precursora amiloide (APP-BP1) y la 
proteína UBA3 (59) (60). Para que NEDD8 pueda conjugarse con las 
proteínas diana, es necesario que se produzca la escisión de su 
extremo C-terminal, algo que lleva a cabo principalmente la hidrolasa 
C-terminal de ubiquitina denominada UCH-L3, entre otras (61). 
Aunque NAE es la única enzima E1 específica para NEDD8, hay 
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estudios que describen que la enzima de ubiquitina E1, UBE1, puede 
activar NEDD8 in vitro, con una eficacia bastante menor en 
comparación con la ubiquitina (62), pero que puede ser determinante 
en situaciones de estrés proteotóxico (63).  
  
 Hay dos enzimas E2 específicas de conjugación de NEDD8 
denominadas UBE2M (UBEC12) y UBE2F. Ambas pueden unirse a 
NAE-NEDD8 catalizando una reacción de trans-tiolación, que implica la 
transferencia de NEDD8 desde la cisteína activa de NAE a la Cys activa 
de E2 (64).  

 La mayoría de las ligasas E3 de neddilación descritas hasta 
ahora pertenecen a la familia RING. Las más estudiadas son las 
subunidades del dominio RING-BOX: RBX1 y su homólogo RBX2, 
asociado a las cullinas. También se encuentran MDM2 (el regulador 
negativo de p53) y DCN1 entre otras (13). Estas ligasas, catalizan la 
transferencia de NEDD8 desde la cisteína del sitio activo de E2, hasta la 
lisina o extremo N-terminal de la proteína diana (65) (66) (67). 

 
Figura 7: Esquema de Neddilación. 

 Varios estudios han demostrado que la vía de neddilación 
responde a diferentes estímulos, como el estrés celular y oxidativo, el 
choque térmico y la inhibición del proteosoma. Aunque el principal 
papel que tiene NEDD8 en la homeostasis celular es la degradación de 
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proteínas a través de la regulación de las Cullin-RING ligasas  (CRL) (42) 
(62): Modificando covalentemente las cullinas, NEDD8 activa las ligasas 
E3 de las CRL, promoviendo la ubiquitinación y la degradación 
proteosomal de sus principales dianas (68). El mecanismo que 
describe la modificación de las cullinas con el péptido NEDD8 es muy 
específico, y se basa en la acción coordinada de NEDD8, junto con las 
ligasas E3, RBX1/DCN1, y el correspondiente sustrato (69). Una vía de 
neddilación muy activa conduce a una neddilación elevada de las 
cullinas, promoviendo la degradación de proteínas relacionadas con el 
crecimiento tumoral como p21 y p27 (70) (71). 

 Además de las cullinas, varios estudios han identificado otras 
proteínas posiblemente neddiladas susceptibles de poder ser 
importantes dianas terapéuticas (13), como son los supresores de 
tumores p53 y su homólogo TAp73β (72), el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico EGFR, la proteína asociada al cáncer de mama 
BRCA3 y la proteína precursora amiloide APP (73) (74). 

 Las UBLs pueden formar cadenas en sus sustratos uniéndose 
primero a una proteína diana y luego a sí mismas, actuando como un 
aceptor para una nueva modificación adicional. La mayoría de los 
sustratos de NEDD8 se encuentran principalmente mono-neddilados 
en uno o varios residuos de lisina, sin embargo, las cullinas pueden 
estar hiper-neddiladas en múltiples residuos (12). Por lo tanto, la 
determinación del mecanismo de formación de las cadenas y su 
fisiología son importantes líneas de investigación. 

1.3.1. Enzimas deubiquitinasas DUBs. 

 El proceso de conjugación de las vías de ubiquitina y las UBLs 
se puede revertir a través de la acción de enzimas deubiquitinasas 
(DUBs). Estas proteasas liberan las modificaciones de los sustratos 
mediante la ruptura de los enlaces peptídicos unidos a lisina. Las DUBs 
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se han clasificado en cuatro familias: las hidrolasas del extremo C-
terminal de ubiquitina (UCH), que muestran especificidad por los 
aductos de ubiquitina pequeños; la familia de proteasas específicas de 
ubiquitina (USP), que eliminan la ubiquitina de las proteínas plegadas; 
la familia de proteasas de tipo ubiquitina (ULP), que muestran 
especificidad hacia los conjugados SUMO y las isopepetidasas JAMM, 
que comprenden una familia de metaloproteasas dependientes de 
zinc (56). 

 De la misma manera, la neddilación también es reversible a 
través de la acción de proteasas que desconjugan el péptido NEDD8 
de los sustratos, lo que apoya la función reguladora de esta 
modificación.  
  
 Entre las enzimas de-neddilantes podemos encontrar COP9 
signalosoma, una metaloproteasa dependiente de zinc compuesta por 
ocho subunidades, que promueve la de-neddilación de las cullinas (13) 
(75) (76). Una segunda proteasa denominada DEN1 (NEDP1) posee 
una alta homología con la familia de proteasas ULP. Sin embargo, 
trabajos recientes han demostrado que no reconoce los conjugados 
SUMO como sustratos (56), mientras que sí muestra una alta 
especificidad para NEDD8, pudiendo desconjugar el péptido de 
algunos sustratos proteicos, pero no de las cullinas, el sustrato mejor 
caracterizado de neddilación (12). Por otro lado, esta enzima también 
puede actuar como una hidrolasa del extremo C-terminal de NEDD8, 
al igual que UCH-L3, generando así su forma funcional para la 
conjugación a las cullinas (50). 
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1.3.2. Inhibidores de Neddilación. 

 Las vías de conjugación de la ubiquitina, NEDD8 y el resto de 
UBLs forman parte de un gran número de procesos biológicos, y por 
esa razón se han relacionado con muchas enfermedades, incluido el 
cáncer (77) (78).  
  
 A partir de los buenos resultados obtenidos en clínica 
bloqueando la degradación proteica, como ocurre con el fármaco 
Bortezomib, un inhibidor del proteosoma que se utiliza para el 
tratamiento del mieloma múltiple (79) (80) y el linfoma de células del 
manto (81), se planteó la posibilidad de inhibir la vía de neddilación, ya 
que el etiquetado con el péptido NEDD8 promueve la degradación de 
proteínas mediante la activación de las CRL (53) (52). 

 Los componentes de las CRL están sobreexpresados en varios 
tipos de cáncer (82). CUL-1 se encuentra mutada hasta en el 30% de 
algunas leucemias (83). Los niveles de CUL-3 y CUL-4A están asociados 
con la progresión tumoral en cáncer de mama (84). También se ha 
observado un aumento en los niveles de ARNm de CUL-7 en el 
carcinoma de pulmón, así como variaciones en otras proteínas 
relacionadas con el crecimiento celular, las vías de supervivencia, la 
actividad transcripcional y la apoptosis. Estos datos demuestran que 
existe una gran relación entre la actividad de las CRL y la 
tumorogénesis (85). 

 La enzima NAE participa en funciones importantes de las 
células, como la división celular, por lo que es posible que bloquear su 
actividad ayude a evitar el crecimiento de células cancerosas (86). Se 
ha desarrollado un inhibidor potente y selectivo de NAE, y por lo tanto 
de la vía de neddilación, denominado MLN4924 (pevonedistat) (87). El 
empleo de MLN4924 en el tratamiento de diversas patologías, tanto 
hematológicas como de tumor sólido (88), ha mostrado una 
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prometedora actividad antitumoral, induciendo apoptosis “in vitro” e 
"in vivo” (89). Este inhibidor se encuentra actualmente en ensayos 
clínicos para el tratamiento del cáncer (90). Varios estudios realizados 
“in vitro”, han mostrado una actividad antitumoral sinérgica del 
MLN4924, en combinación con quimioterápicos alquilantes y radiación 
ionizante (85), así como ibrutinib e idelalisib (91). 

 El MLN4924 está relacionado estructuralmente con el AMP, de 
manera que compite con él por el sitio activo de unión a NAE. El 
mecanismo de inhibición se basa en la formación de un aducto 
covalente con NEDD8, NEDD8-MLN4924 (60). Este aducto resultante 
no puede unirse a la E2 correspondiente, de manera que bloquea la 
conjugación de NEDD8 y por lo tanto inhibe la ruta (86). La inhibición 
de la neddilación mediante MLN4924 da como resultado la 
acumulación de proteínas diana de CRL, como por ejemplo la forma 
fosforilada de IκBα (92) (93), y en consecuencia la disminución de la 
actividad NF-κB (87). 

 Primeramente, el tratamiento de células tumorales con 
MLN4924 conduce a una rápida disminución de la neddilación de las 
cullinas, aumentando la acumulación de varias de sus dianas (87). El 
principal efecto que se observa es una detención inicial de células en 
la fase S, debido a la continua replicación en ausencia de mitosis. Esto 
es debido principalmente a la acumulación de CDT1, un factor de 
replicación cuya degradación está mediada por las CRL (94) (95). La 
falta de degradación de CDT1, provoca respuesta al daño en el ADN, y 
por lo tanto, apoptosis (96). Pero la apoptosis no es la única respuesta 
a los efectos supresores del crecimiento celular mediados por 
MLN4924. Se han observado varios efectos producidos por este 
inhibidor de la neddilación, como es la activación de la autofagia (97) 
(98), la degradación lisosomal, inhibición de la angiogénesis tumoral 
(99) y la tumorogénesis, debido a la acumulación de p27 (inhibidor del 
ciclo celular) (100), o la inhibición de vías como NF-κB o mTOR  (101) 
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(88) (102). Por otro lado, se ha descrito que el MLN4924 estabiliza 
proteínas como NRF2, factor de transcripción que controla la inducción 
de genes antioxidantes, cuya degradación está mediada por CUL-3 
(103). 

 Se han descrito también objetivos de NEDD8 diferentes a las 
cullinas, de manera que la inhibición de la vía de neddilación afecta a 
la función de reguladores del ciclo celular, supresores tumorales como 
p53 (65), rutas de supervivencia como NF-κB (104), entre otros. Todos 
estos datos indican que NEDD8 tiene un papel importante en la 
regulación transcripcional (42). 

 Con todos estos datos, se ha demostrado que el MLN4924 es 
eficaz para reducir el crecimiento tumoral e inducir la apoptosis en una 
gran variedad de células tumorales (89) (105). 
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2. Aspectos Clínicos de la Leucemia Linfática Crónica. 

2.1. Características Generales. 
  
 La Leucemia linfática crónica (LLC) es una enfermedad maligna 
de células B con una marcada heterogeneidad clínica y biológica. Es la 
neoplasia hematológica más frecuente en adultos en los países 
occidentales, con una incidencia alrededor de 4-5 pacientes por cada 
100,000 habitantes por año (106). Presenta una prevalencia 
ligeramente superior en hombres frente a mujeres (107). La edad 
media de diagnóstico es de 65 años, mientras que un diagnóstico 
antes de los 40 es excepcional y no se han descrito casos durante la 
infancia (107).  

La LLC se caracteriza por la acumulación de linfocitos B 
maduros en la sangre periférica, la médula ósea y los órganos linfoides, 
dando como resultado linfocitosis, linfoadenopatías y esplenomegalia 
(108). Estos linfocitos, se caracterizan por la coexpresión de CD5, CD19 
y CD23, y presentan una menor expresión de CD20 y CD79b que los 
linfocitos B normales (109). Expresan también niveles bajos de 
inmunoglubulinas de superficie. 


2.2. Progresión Clínica - Estratificación del riesgo. 

 El curso clínico de la LLC es muy heterogéneo. Hay pacientes 
que sobreviven durante muchos años sin la necesidad de una terapia, 
permaneciendo en un estado asintomático y completamente activos 
durante décadas, mientras que otros padecen una enfermedad más 
agresiva que progresa rápidamente, a pesar de recibir tratamiento 
(110). Los antiguos sistemas de Rai (111) y Binet (112) siguen estando 
vigentes y permiten clasificar a los pacientes según parámetros clínicos 
y analíticos. El sistema de Rai distingue 5 estadíos en función del riesgo 
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(0-IV, de menor a mayor riesgo), teniendo en cuenta los parámetros de 
linfocitosis, anemia, trombocitopenia y presencia o no de 
linfoadenopatías, hepato y/o esplenomegalia. Por otro lado, el sistema 
de Binet distingue 3 estadíos clínicos (A, B y C, de menor a mayor 
riesgo), según el número de  áreas linfoides afectadas, y la presencia o 
no de anemia  y/o trombocitopenia (112).   

 Estos sistemas suelen emplearse de forma integrada, dando 
lugar así a un sistema simplificado de estadificación del riesgo que 
permite clasificar a los pacientes en tres grupos: riesgo bajo, 
intermedio y alto. A pesar de que estos sistemas de estadificación se 
utilizan en la actualidad, presentan algunas deficiencias, ya que no se 
pueden utilizar para predecir el riesgo individual de progresión de la 
enfermedad y la supervivencia en las etapas tempranas (113), por lo 
que es necesario completar estos estudios con la determinación de 
otros marcadores pronóstico.


2.3. Marcadores pronóstico - Estadío Clínico al diagnóstico. 

 Los principales factores pronóstico que se emplean en la clínica 
actualmente para identificar los pacientes que requieren de una 
terapia relativamente temprana, se describen a continuación. Entre 
ellos se incluyen características clínicas, genéticas, moleculares y 
bioquímicas de las células de LLC.. 

2.3.1. Edad, expresión de β2-microglobulina.  

 La Edad superior a 65 años y el sexo masculino son parámetros 
que se asocian con un peor pronóstico, así como los niveles séricos 
elevados de β2-microglobulina (114). 
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2.3.2. Estado mutacional de los genes IGHV. 

 La LLC se puede dividir en dos subtipos, que difieren 
principalmente en su comportamiento clínico. Estos subconjuntos 
dependen del estado mutacional de los genes codificantes de las 
regiones variables de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas 
(genes IGHV), es decir, de si las células LLC presentan el IGHV mutado 
(M-LLC) o no mutado (U-LLC) (115).  

 En la LLC, estos genes pueden acumular mutaciones como 
consecuencia de la hipermutación somática o programada, que tiene 
lugar en el centro germinal y que puede modificar la afinidad del 
receptor de célula B (BCR) para los antígenos. Estas mutaciones se 
detectan comparando las secuencias de ADN de los genes en las 
células B, con genes relacionados en la línea germinal. Una secuencia 
que se diferencia en un 2% o más se define como mutada (110). Las 
células B-LLC que tienen el IGHV no mutado se originan a partir de 
células B CD5+ antes de experimentar hipermutación somática, 
mientras que las células B-LLC que presentan el IGHV mutado, 
probablemente se originen a partir de las células B CD5+ que han 
pasado y se han diferenciado en el centro germinal (108).  

 La prevalencia de genes IGHV mutados es mayor entre los 
pacientes que se encuentran en una etapa clínica temprana y 
asintomática, con deleciones cromosómicas 13q14 y sin alteraciones 
de TP53, por lo que no requieren de tratamiento y tienen una 
supervivencia mayor (116). Por otro lado, la prevalencia de genes no 
mutados es mayor entre los pacientes que padecen una enfermedad 
en progresión, con características citogenéticas desfavorables y por lo 
tanto más agresiva (117) (116). La evaluación del estado de mutación 
del gen IGHV es complicada, pero en general es un parámetro que se 
correlaciona bastante bien con la gravedad de la enfermedad y la 
supervivencia general, permaneciendo relativamente constante en el 
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curso de la patología, a pesar de los tratamientos y otros posibles 
cambios clínicos (118).


2.3.3. Expresión de ZAP-70 y CD38. 

 A la hora de clasificar la LLC en categorías, también se tiene en 
cuenta la expresión del marcador específico de superficie CD38 y 
ZAP-70 mediante citometría de flujo. CD38 es una proteína 
transmembrana que media señales de proliferación y supervivencia en 
las células de la LLC (119). ZAP-70 es un miembro de la familia de 
proteínas de la Tirosin quinasa SYK, que se expresa normalmente en 
las células T, en las células NK (“Natural Killer”) y en un subgrupo de 
células B-LLC (116).  

 Los pacientes con células B-LLC que expresan niveles elevados 
de CD38 o ZAP70 tienen un curso de la enfermedad más agresivo, con 
un período libre de progresión y supervivencia más corto (118). La 
expresión de ZAP-70 es un marcador subrogado del estado mutacional 
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas y se mantiene estable 
durante la evolución de la enfermedad. Por el contrario, la expresión 
de CD38 es variable a lo largo de la enfermedad (120) (110).


2.3.4. Anomalías citogenéticas. 

 Las alteraciones cromosómicas más comunes en LLC son: la 
deleción en el brazo largo del cromosoma 13, del13q14 (donde se 
incluyen miR-15a, miR-16-1), la deleción en el brazo largo del 
cromosoma 11, del11q23 (en el que reside el locus de ATM), la 
deleción en el brazo corto del cromosoma 17, del17p13 (en el que 
reside el locus de TP53) y la trisomía en el cromosoma 12. El análisis de 
hibridación in situ (FISH) ha demostrado que aproximadamente el 80% 
de los pacientes con LLC presentan al menos una de las cuatro 
anomalías más frecuentemente descritas (113) (121).  
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 La pérdida de hetero y/o homocigosidad en el cromosoma 
13q14 está presente en más del 50% de los casos, constituyendo la 
aberración citogenética más frecuente en la LLC. En esta región 
eliminada, se localiza un grupo de dos genes de miARN denominados 
miR-15a y miR-16-1. La expresión de estos genes se correlaciona 
inversamente con la expresión de Bcl-2 y Mcl-1, que codifican 
proteínas antiapoptóticas que se encuentran sobreexpresadas en la 
LLC (121) (122). Los pacientes con del 13q14 como única anomalía, 
poseen tiempos de supervivencia más largos (113). 

 La deleción 11q23 es la segunda alteración mas frecuente, 
presente aproximadamente en el 18% de los pacientes y está asociada 
al gen ATM. Este gen codifica la proteína ATM (serina/treonina 
quinasa), que está implicada en la reparación del ADN (108). Tanto 
TP53 como ATM son genes que regulan la apoptosis y proporcionan 
resistencia a la quimioterapia (110). 

 La trisomía del cromosoma 12 está presente en el 16% de los 
pacientes y se asocia con un pronóstico intermedio (108). 

 La deleción 17p13 está presente en aproximadamente el 7% de 
los pacientes y se asocia con la pérdida del gen supresor de tumores 
TP53. Esta mutación representa la forma más frecuente de inactivación 
del gen TP53, y va acompañada a menudo de la pérdida de 
funcionalidad del segundo alelo (117). Es una de las alteraciones  
relacionadas con peor pronóstico junto con la del 11q23 (121). 

2.3.5. Mutaciones recurrentes en los genes TP53, ATM, NOTCH, 
SF3B1, BIRC3. 

 La llegada de la secuenciación masiva ha ayudado a tratar de 
entender un poco mejor las alteraciones moleculares que dan lugar a 
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la heterogeneidad genética de la enfermedad (123) (124). Varios 
investigadores han observado mutaciones somáticas en los genes 
TP53 y ATM, implicados en procesos como el daño en el ADN; SF3B1, 
relacionado con el procesamiento de ARNm (125); ZMYM3, gen 
implicado en la remodelación de la cromatina; NOTCH1, de la ruta de 
señalización de Notch (126) (127); BIRC3, gen que codifica un 
miembro de la familia de proteínas IAP que inhibe la apoptosis, y en 
vías inflamatorias como MYD88, entre otros (108). 

2.4. Diagnóstico. 

2.4.1. Generalidades Fisiológicas / Fisiología. 

 La LLC puede tener manifestaciones clínicas muy variadas. En la 
actualidad, la mayoría de los  pacientes se encuentran asintomáticos y 
la enfermedad se diagnostica tras la detección de linfocitosis en un 
hemograma de rutina. Sin embargo, a lo largo de la evolución de la 
enfermedad, y algunos pacientes en el momento diagnóstico, pueden 
aparecer síntomas como la pérdida de peso, fatiga, sudoración 
nocturna o derivados del aumento de la frecuencia de infecciones, 
entre otros. Asimismo, pueden presentar adenomegalias y dolor 
abdominal secundario a la presencia de  hepato y/o esplenomegalia 
(108). 

2.4.2. Inmunofenotipo. 

 El diagnóstico de LLC se realiza tras detectarse en sangre 
periférica ≥5,000 linfocitos clonales por μl, identificados por  análisis 
citométricos. Estas células típicamente presentan una elevada 
expresión del antígeno de células T CD5 y los antígenos de superficie 
de células B CD19 y CD23, mientras que los niveles de expresión de 
CD20 son bajos (128) (129). 
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2.4.3. Características Morfológicas / Morfología.  

 Para determinar las características morfológicas de estas 
células, se analizan los frotis de sangre, observándose que las células 
leucémicas son linfocitos maduros y pequeños, con un estrecho 
citoplasma y un núcleo denso que carece de nucleolos discernibles, 
con una cromatina parcialmente agregada (130). Estos linfocitos tienen 
tendencia a romperse cuando se realiza la extensión sanguínea en el 
portaobjetos, formándose las denominadas sombras de Gumprecht. 
Este hecho refleja la gran fragilidad que presentan estas células (108).  

 También se pueden realizar otros estudios secundarios como la 
biopsia de médula, para ver el tipo de infiltración linfocítica, y la 
biopsia de ganglio linfático como parte de la evaluación clínica, 
aunque estas pruebas no son necesarias para establecer un 
diagnóstico de la LLC. 

2.5. Tratamiento. 

 La LLC sigue siendo una enfermedad incurable sin un trasplante 
alogénico de células madre, sin embargo, los tratamientos han 
mejorado mucho con la aparición de nuevos agentes terapéuticos 
(131). Para establecer nuevas terapias en el tratamiento de esta 
enfermedad, es necesario conocer el proceso mediante el cual una 
célula normal se transforma en patológica, y la susceptibilidad que 
presentan a las terapias actuales (132). Los regímenes para los 
pacientes de LLC que se han empleado hasta la actualidad incluyen la 
quimioterapia, la combinación de quimioterapia e inmunoterapia y 
más recientemente fármacos dirigidos a algunas rutas de señalización, 
como los inhibidores del receptor de célula B (BCR) y los inhibidores 
de Bcl-2, bloqueando así la proliferación y la supervivencia de las 
células B-LLC (108) (figura 8). 
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2.5.1. Quimioterapia. 

 La quimioterapia ha sido la principal terapia en los últimos 50 
años. El empleo de la quimioterapia convencional para el tratamiento 
de la LLC se basó durante muchos años en la utilización de agentes 
alquilantes como el clorambucil, ciclofosfamida combinados en 
muchas ocasiones con corticoides (133) (134) (135).  

 La llegada de los análogos de purina como la fludarabina, 
cladribina y pentostatina o el híbrido, bendamustina, que poseen 
mecanismos de acción como la inducción de la apoptosis, fueron un 
gran avance en el tratamiento de la LLC, tanto en pacientes tratados 
previamente como en pacientes refractarios (136) o en recaída (137), 
incluso para el tratamiento de otros trastornos linfoproliferativos de 
bajo grado (138). Principalmente el empleo de fludarabina mejoró los 
resultados obtenidos con los regímenes clásicos (139). Desde ese 
momento, la fludarabina se consideró un componente básico en la 
elaboración de nuevos esquemas de tratamiento en combinación con 
agentes alquilantes (140). La quimioterapia de combinación 
ciclofosfamida / fludarabina en primera línea, mostró mejores 
resultados en cuanto a la tasa de remisión completa y una 
supervivencia libre de progresión más larga (141) (142).


2.5.2. Quimioinmunoterapia. 

 La adición de los anticuerpos monoclonales anti-CD20 como 
Rituximab (143) a los agentes citostáticos fludarabina y ciclofosfamida 
(FCR) o Bendamustina (BR) (144) (130) para el tratamiento de pacientes 
con LLC, aumentaron las  tasas de respuesta (145). 

 A partir del Rituximab, se han ido desarrollando nuevos 
anticuerpos monoclonales como el Ofatumumab, un Ac monoclonal 
anti-CD20 de segunda generación que es eficaz tanto en monoterapia 
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(146) como en combinación con los agentes quimioterápicos 
Fludarabina y Clorambucil (147) (148). Obinutuzumab, es otro Ac 
monoclonal anti-CD20 de tercera generación, más potente que 
Rituximab, indicado en combinación con Clorambucil para el 
tratamiento de pacientes con comorbilidades (149).  

 Por otro lado, Alemtuzumab, un Ac monoclonal anti-CD52 fue 
utilizado durante varios años para el tratamiento de pacientes que 
presentaban una LLC refractaria a Fludarabina (150) (136) o tenían 
alteraciones a nivel de p53 (151), si bien a día de hoy carece de 
indicaciones en la LLC. 

 En la actualidad, el uso de la quimioinmunoterapia está 
restringido a  pacientes que presentan un IGHV mutado y aquellos que 
no tienen la deleción 17p ni la deleción 11q ya que responden mejor a 
este tipo de tratamientos. Asimismo, hay que tener en cuenta los 
posibles efectos adversos que estos fármacos generan, como 
neutropenias e infecciones, por lo que en muchos casos es necesario 
una terapia antimicrobiana profiláctica conjunta. 

2.5.3. Inhibidores de las rutas de señalización. 

2.5.3.1. Inhibidores del BCR. 

 Dentro de este grupo podemos encontrar los inhibidores del 
receptor de célula B, entre los que se encuentran los inhibidores de 
BTK (Bruton tirosin quinasa) de primera generación como Ibrutinib 
(152) (153) y los inhibidores de la ruta PI3K como Idelalisib (154) (155). 

 Al contrario que en el caso de los tratamientos con 
quimioterapia, el empleo de inhibidores de las rutas de señalización 
proporcionan mejores resultados en pacientes que presentan un IGHV 
no mutado o alteraciones genéticas de riesgo como la deleción 17p. 
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 Ibrutinib es a día de hoy el tratamiento de elección en todos los 
pacientes con alteraciones genéticas y/o moleculares de alto riesgo, ya 
sea como primera línea o como tratamiento de rescate tras haber 
fallado un esquema de quimioinmunoterapia (Guía clínica Grupo 
Español LLC). Por su toxicidad en forma de fenómenos autoinmunes 
(colitis, hepatitis, neumonitis), Idelalisib combinado con Rituximab ha 
quedado relegado en la actualidad a tratamiento de rescate en 
aquellos pacientes que han recibido otras opciones terapéuticas 
previas. Ambos fármacos producen de manera característica una 
rápida disminución de las linfoadenopatías al  inhibirse la migración de 
las células B-LLC de la sangre a los tejidos linfoides, dando lugar a una 
linfocitosis transitoria inofensiva. 

2.5.3.2. Inhibidores de Bcl-2. 

 La familia Bcl-2 es un grupo de proteínas muy conservadas que 
regulan la vía de la apoptosis, positiva o negativamente, 
desempeñando un papel clave en la progresión de la LLC (156). 

 Dada la similitud entre los dominios de unión a BH3 de Bcl-2 y 
Bcl-Xl, ha resultado complicado la generación de un inhibidor 
específico para Bcl-2, como es el caso de Venetoclax (157).  Venetoclax 
es una molécula pequeña que inhibe específicamente Bcl-2 
induciendo apoptosis en las células B-LLC. Resulta un tratamiento 
eficaz para los pacientes con enfermedad recidivante y del 17p. Entre 
las posibles toxicidades asociadas a este fármaco se encuentran los 
trastornos gastrointestinales, neutropenia y síndrome de lisis tumoral 
(158). 
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Figura 8: Principales tratamientos de la LLC y sus dianas moleculares. Modificado 
de (131). 
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3. Aspectos Moleculares de la Leucemia Linfática 

Crónica. 

3.1. Características Moleculares. 

 La leucemia Linfática Crónica se caracteriza por la acumulación 
en sangre periférica y en tejidos linfoides de células B maduras 
paradas en la fase G0/G1 del ciclo celular (159). Estudios realizados 
han demostrado que la LLC es una enfermedad de células no 
proliferantes, sino acumulativas, debido a que presentan defectos en 
su maquinaria de apoptosis y una supervivencia prolongada “in vivo”.  
Sin embargo, existen evidencias de que la división celular ocurre en 
centros de proliferación, ya que se observa un aumento en el recuento 
de linfocitos y el acortamiento de los telómeros, lo que indica que 
estas células presentan un historial proliferativo prolongado (160). 
  
 Por lo tanto, se puede considerar que en la LLC existe un 
equilibrio dinámico entre las células que circulan en la sangre 
periférica, quiescentes y resistentes a la apoptosis, y células que se 
encuentran en los nichos de los tejidos linfoides en un estado de 
proliferación activa (161). 

3.1.1. Maquinaria de apoptosis. 

 La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada 
que ocurre de forma natural durante el desarrollo y envejecimiento 
celular (162). Durante el proceso apoptótico, las células sufren una 
serie de cambios morfológicos característicos, como la reducción del 
volumen celular y la fragmentación nuclear y citoplasmática, con 
formación de cuerpos apoptóticos (163) (164). Su función es la 
degradación de células no deseadas en pequeños fragmentos que se 
eliminan fácilmente por fagocitosis (165), manteniendo la homeostasis 
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celular en los tejidos. Este proceso se desencadena en respuesta a 
estímulos ambientales tanto fisiológicos como patológicos (163), o 
como mecanismo de defensa ante enfermedades, reacciones inmunes 
o agentes citotóxicos y mutagénicos, como la quimioterapia y la 
radiación ionizante, entre otros (166). Alteraciones en el proceso de 
apoptosis pueden contribuir a los efectos patológicos que se observan 
en multitud de enfermedades, como las inflamatorias y el cáncer, entre 
otras (167). 

 Las caspasas son una familia de enzimas con propiedades 
catalíticas, importantes en la transducción y ejecución de la señal 
apoptótica inducida por varios estímulos. Esta familia de proteínas, 
pertenecientes al grupo de las cisteín-proteasas, se caracterizan por 
contener un residuo de cisteína que media la ruptura de otras 
proteínas. Se encuentran en la célula como precursores enzimáticos 
inactivos, que necesitan ser hidrolizados para iniciar su actividad. Las 
caspasas que intervienen en procesos de apoptosis se dividen en dos 
grupos: las caspasas iniciadoras y las efectoras. Las caspasas 
iniciadoras pueden activarse por autoproteólisis o mediante 
activadores. Las caspasa efectoras se activan a partir de un corte 
específico mediado por las caspasas iniciadoras .  

 En función de la procedencia de las señales de muerte, bien 
sean externas o internas, pueden distinguirse dos vías apoptóticas 
diferentes: la vía extrínseca o del receptor de muerte, y la vía intrínseca 
o mitocondrial (168) (169) (figura 9).  

 La vía extrínseca se desencadena tras la interacción de ligandos 
extracelulares con los receptores transmembrana, pertenecientes a la 
familia del TNF (factor de necrosis tumoral) (165). Estos receptores 
presentan un dominio citosólico denominado dominio de muerte (DD) 
(death domain), encargado de iniciar el proceso apoptótico. Una vez 
que el ligando se une al receptor, se incorporan unas proteínas 
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adaptadoras denominadas FADD (del inglés “dominio de muerte 
asociado a Fas”) y TRADD,  encargadas de la captación y activación de 
la caspasa 8. Esta caspasa a su vez, activa las caspasas 3 y 7, que son 
las llamadas caspasas efectoras que digieren la célula (170) (171). 

 La vía intrínseca se inicia por una serie de estímulos 
intracelulares  en respuesta a agentes externos  que generan estrés 
celular, como ciertas radiaciones, la ausencia de algunos factores de 
crecimiento o la exposición a compuestos citotóxicos (162). Estos 
estímulos activan proteínas proapoptóticas de la familia de Bcl-2,  que 
favorecen la liberación del citocromo c y otras proteínas que se 
encuentran en el espacio intermembrana de las mitocondrias, 
mediante la permeabilización de la membrana externa mitocondrial 
(MOMP) (172) (173) (174). Una vez que el citocromo c se encuentra en 
el citosol, se une a la proteína APAF-1, que recluta y activa la caspasa 9. 
Esta caspasa a su vez, activa las caspasas efectoras 3 y 7. De forma que, 
la activación de estas caspasas por cualquiera de las dos vías, dará 
lugar a la muerte celular programada de la célula objeto. 
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Figura 9: Esquema de las vías de la apoptosis. Se representan los componentes de 
las dos vías que participan, la vía extrínseca y la vía intrínseca. Modificado de (175) y 
(176). 
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3.1.2. Familia de proteínas Bcl-2. 

 Dado que la acumulación de las células tumorales en la LLC se 
debe principalmente a defectos en su maquinaria de apoptosis, se han 
descrito mecanismos que pueden explicar esta deficiente vía de 
muerte celular. Uno de ellos es la sobreexpresión de proteínas anti-
apoptóticas, como las de la familia de Bcl-2 (177). 

 La familia Bcl-2 está formada por un grupo de proteínas 
conservadas que funcionan como reguladores de la vía intrínseca de la 
apoptosis, regulando la muerte celular mediante el control de la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial (MOMP) (178). 
  
 Los miembros de esta familia se pueden clasificar en tres 
subgrupos:  atendiendo a criterios funcionales, si se trata de proteínas 
anti-apoptóticas o pro-apoptóticas, y a  criterios estructurales, como la 
presencia de uno o varios dominios de homología con la proteína 
Bcl-2, denominados BH1, BH2, BH3 y BH4 (156). 

 El primer subgrupo corresponde a aquellas proteínas que 
ejercen una función anti-apoptótica y comparten los cuatro dominios 
de homología (BH1- BH4), como son Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1 y Bfl-1. 
Estas proteínas son las encargadas de defender a las células frente a la 
apoptosis, ya que previenen la permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa, mediante el secuestro de las proteínas pro-
apoptóticas “sólo BH3” Bim y Bid, activadoras de Bax o Bak (179) (180) 
(181).  

 En el segundo subgrupo se encuentran aquellas proteínas que 
ejercen una actividad pro-apoptótica, compartiendo homología de 
secuencia en los dominios BH1, BH2 y BH3,  y están representadas por 
las proteínas multidominio Bax y Bak. Este grupo de proteínas se 
consideran los ejecutores de la apoptosis, ya que se encargan de la 
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permeabilización de la membrana mitocondrial externa, ayudando a la 
salida del citocromo c, seguido de la activación de las caspasas y 
muerte celular (182) (183).   

 Por último, el tercer subgrupo formado por las proteínas Bik, 
Bid, Bim, Bad, Noxa, Puma, Bmf y Hrk, ejerce una función pro-
apoptótica, y únicamente comparten homología dentro del dominio 
BH3. Esta subfamilia de proteínas se denomina “sólo BH3” (184), y son 
las encargadas de iniciar la apoptosis mediante la transmisión de las 
señales de estrés (172) (175). Para llevar a cabo esta función, 
únicamente la proteína Bid necesita ser activada proteolíticamente, 
principalmente por la caspasa 8, dando lugar a la forma truncada 
activa tBid (185). Esto indica que el dominio BH3 es un requisito 
fundamental para la función pro-apoptótica de los miembros de esta 
familia (186) (187). 

 Además de los dominios BH, varias de estas proteínas 
contienen un dominio transmembrana (TM) en el extremo c-terminal. 
Este TM favorece el anclaje de las proteínas, tanto a las membranas 
intracelulares como a la superficie externa de las mitocondrias (188), 
por lo que el TM contribuye a la actividad anti-apoptótica (189).  

 El equilibrio entre los niveles relativos de estas proteínas 
determina el destino celular en respuesta a la señalización apoptótica 
(177). Por esta razón, estas proteínas están reguladas principalmente 
por las interacciones entre los miembros pro- y anti-apoptóticos (176). 
De forma general, tBid, Bim y Puma interaccionan con todas las 
proteínas antiapoptóticas, mientras que otras como Noxa, Bik y Bad 
son más selectivas.  

 El gen Bcl-2 fue descubierto originalmente como un gen 
oncogénico en el linfoma de célula B, que presentaba una 
translocación cromosómica t(14:18) (190) (191). Este gen se encuentra 
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altamente expresado en las células B-LLC, en comparación con las 
células CD19+ normales (192). Su principal función es evitar que las 
células sufran apoptosis (396) (193), de manera que la sobreexpresión 
de Bcl-2 se asocia con una supervivencia celular inadecuada (194), 
como ocurre en la LLC y en otras neoplasias tumorales (195), 
provocando una disminución de la sensibilidad a las terapias 
empleadas (196) y por lo tanto, dando lugar a un peor pronóstico 
clínico (197). 

 En las células sanas, Bcl-2 y el resto de proteínas anti-
apoptóticas pertenecientes a su familia como Bcl-x o Mcl-1, previenen 
la apoptosis controlando los mediadores de muerte celular Bax y Bak 
bajo control (193). Sin embargo, cuando las células se someten a estrés 
celular o a algún tipo de daño genotóxico, el proceso de apoptosis 
comienza mediante la activación de las proteínas pro-apoptóticas de la 
familia, las denominadas “sólo BH3”. Estas proteínas se unen e inhiben 
Bcl-2 o a alguno de sus compañeros (198), iniciado así el proceso 
apoptótico. Dado que este es el paso inicial para que comience el 
proceso, se han desarrollado moléculas pequeñas que imitan esa 
acción, para poder así inhibir farmacológicamente las proteínas anti-
apoptóticas (199). 
  
3.1.3. Microambiente. 

 El microambiente juega un papel muy importante en la LLC, así 
como en la mayoría de las neoplasias (110). Existen evidencias de que 
los fallos en la maquinaria de apoptosis que presentan estas células, no 
sólo son debidos a defectos intrínsecos de las mismas. La incapacidad 
de las células B-LLC para sobrevivir “in vitro” demuestra que las señales 
extrínsecas que provienen del microambiente desempeñan una 
función crítica en el desarrollo de la enfermedad (200) . 
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 Un elemento clave en la patogénesis de la LLC es la infiltración 
de las células B-LLC en los tejidos linfoides, causando linfoadenopatías, 
esplenomegalia e hipercelularidad en la médula ósea. Es en estos 
tejidos donde se encuentran los nichos o microentornos en los que las 
células pueden sobrevivir y proliferar, escapando de la apoptosis 
espontánea o inducida por los fármacos, contribuyendo así al 
mantenimiento y desarrollo de esta patología (201).   

 La palabra microambiente engloba todos los componentes 
presentes en los compartimentos donde se se alojan y protegen las 
células B-LLC. Entre ellos se encuentran las células T y las células 
estromales (202). El estroma lo componen la población heterogénea 
de células adherentes no neoplásicas, que producen señales que 
regulan la reorganización del citoesqueleto (203) (204), vasos 
sanguíneos y proteínas de la matriz extracelular, proporcionando de 
esta manera el soporte estructural y funcional a las células neoplásicas 
a través del contacto célula-célula (205) (206). Además del contacto 
célula-célula, esencial para el efecto protector (207,208), las células 
estromales también secretan factores solubles como CXCL12 y 
CXCL13 (209), que actúan igualmente como protectores de las células 
B. Estos factores, cuyos receptores de membrana son CXCR4 y CXCR5, 
respectivamente (210), se encuentran altamente expresados en las 
células B-LLC circulantes en sangre periférica. CXCL12 no sólo protege 
a las células de la apoptosis, sino que también permite la migración de 
las mismas a la médula ósea, e induce supervivencia mediante la 
activación de rutas como MAPK/ERK y PI3K (211) (212), y la 
fosforilación de STAT3 (213). 

 Las células B-LLC entran en contacto con diferentes células 
accesorias dependiendo del compartimento en el que se encuentren, 
bien sea la sangre periférica, la médula ósea y los órganos linfoides 
secundarios como el bazo y los ganglios linfáticos (200) (figura 10). 
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 La sangre periférica se considera un compartimento transitorio 
que permite a las células de la LLC acceder a las zonas más relevantes, 
como la médula ósea o los tejidos linfoides. Sin embargo, hay artículos 
que describen que la interacción de las células B-LLC con el endotelio 
de los vasos sanguíneos, proporciona importantes señales de 
supervivencia mediadas a través de la activación de NF-κB. Esto podría 
explicar la activación constitutiva de estas rutas, así como la 
sobreexpresión de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 y Mcl-1 en 
esta patología (214). 

 Los pacientes de LLC presentan una médula ósea infiltrada con 
células neoplásicas, cuyo grado de infiltración se correlaciona con el 
estadío clínico y el pronóstico (215) (216). En la médula ósea se 
encuentran varios tipos de células accesorias, que secretan factores 
solubles como citoquinas, factores de crecimiento y proteínas de la 
matriz extracelular, contribuyendo así a la proliferación y por lo tanto a 
la supervivencia celular. Entre ellas se encuentran las células T, células 
endoteliales y principalmente células estromales de médula ósea 
(BMSCs), que interaccionan con las células B-LLC protegiéndolas de la 
apoptosis espontánea o inducida por agentes citotóxicos (207) (217) 
(208). Las interacciones de las células B-LLC con el estroma regulan la 
angiogénesis, dando lugar a la progresión de la enfermedad (218). 

 Por otro lado, en los pseudofolículos o centros de proliferación 
de los ganglios linfáticos, también pueden activarse y proliferar las 
células B-LLC (219). Estas áreas están constituidas por un gran número 
de células accesorias, como en el caso de la médula ósea, que 
protegen de igual forma a las células de la LLC, y es aquí donde tiene 
lugar la activación del receptor de célula B (BCR), de hecho, está 
descrito que el microambiente de los ganglios linfáticos promueve la 
señalización de BCR asociada con la activación de NF-κB en pacientes 
con LLC (219). Esta activación pone en marcha una cascada de 
señalización, provocando la proliferación y expansión del clon 
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leucémico (220) (221). En los tejidos linfáticos secundarios de los 
pacientes con LLC, más concretamente en el bazo, también se 
encuentran las células NLC “células de tipo enfermera”. Se trata de 
células nodrizas que nutren los timocitos en desarrollo (222). Se puede 
confirmar que lo que contribuye a la progresión de la LLC no es 
únicamente fallos en la apoptosis de las células B, sino también una 
proliferación descontrolada (223). 

 

Figura 10: Microambiente de la LLC. En la imagen se representan los distintos 
compartimentos en los que se desarrolla la LLC, como son los órganos linfoides, 
sangre periférica y médula ósea. Modificado de (203). 
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 Conocer mejor los mecanismos que subyacen al escape de la 
apoptosis y supervivencia de estas células, contribuye al desarrollo de 
nuevos fármacos que puedan interferir selectivamente en los 
diferentes puntos de las rutas de señalización (177). En consecuencia, 
se están evaluando nuevas estrategias para interrumpir las 
interacciones entre las células B-LLC y las células del microentorno que 
promueven su supervivencia. Estas estrategias podrían ser terapéuticas 
por sí mismas, o usarse en combinación con otras terapias estándar 
para mejorar el estado de los pacientes con esta enfermedad (224). 

3.2. Rutas de señalización. 

 Teniendo en cuenta las alteraciones citogenéticas y mutaciones 
somáticas descritas en la LLC, hay artículos que concluyen que esta 
patología está relacionada con alteraciones en al menos 8 rutas de 
señalización, como son el receptor de célula B, la regulación del ciclo 
celular, la apoptosis, la respuesta al daño en el DNA, la remodelación 
de la cromatina, las vías de supervivencia como NF-κB, la ruta NOTCH y 
el metabolismo del RNA (225) (figura 11). 
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Figura 11: Diagrama de las rutas de señalización alteradas en la LLC. Modificado 
de (108). 
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membrana, cuya función es el reconocimiento antigénico, mientras 
que el heterodímero lleva  a cabo la transducción de la señal al interior 
de la célula B (222). Las respuestas del receptor de célula B varían 
según la intensidad de las señales y están moduladas por receptores, 
pudiendo dar como resultado desde señales bajas independientes del 
antígeno, hasta señales fuertes mediadas por antígenos, que conducen 
a la célula hacia la activación, diferenciación o apoptosis (227). 

 La señalización de BCR puede dar lugar a una amplia gama de 
respuestas, activando paralelamente diferentes vías de señalización 
que se encuentran por debajo como PI3K (Fosfoinostol -3-quinasa), 
ruta específica que se ha descrito como responsable de mantener la 
supervivencia de las células B (228), así como la vía AKT, o la 
señalización mediada por BTK, importante para la regulación de la 
apoptosis por NF-κB (229). La ruta NF-κB está implicada en la 
proliferación y supervivencia celular, al igual que la vía de la proteína 
quinasa MAPK (229). 

 En las células B normales, la señalización mediada por el BCR 
tiene lugar en tres fases. La primera fase comienza con la unión del 
antígeno y la formación de un complejo denominado signalosoma. 
Este complejo está formado por quinasas y proteínas de andamiaje a 
la membrana plasmática (230) (231). La formación del signalosoma da 
lugar a la fosforilación de CD79A y CD79B por la quinasa LYN, y por 
consiguiente la activación de SYK, a través de su dominio SH2 
(dominio muy conservado en las proteínas de transducción de señales 
intracelulares, como SRC). La señal se propaga por SYK a través de la 
asociación con BLNK, una proteína de enlace central, que favorece la 
unión a componentes de señalización que se encuentran por debajo 
del BCR en la cascada de señalización, como BTK y PLC-2 (fosfolipasa 
C2) (232). SYK es un mediador clave en la señalización del BCR, que 
tras la estimulación por el antígeno se activa por fosforilación (233). Se 
ha descrito que se encuentra constitutivamente fosforilado en la LLC, y 
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su inhibición induce la apoptosis de las células B-LLC, así como la 
inhibición de la migración y adhesión de las células al estroma (234). 
Por otro lado, la fosforilación del dominio CD19, dependiente de LYN, 
también recluta la subunidad p85 de PI3K (220). El reclutamiento de 
PI3K a la membrana plasmática conduce a la producción de PIP3 
(fosfatidilinositol trifosfato), necesario para una correcta activación de 
BTK, y seguidamente de AKT. 

 La segunda fase de la señalización de BCR implica la activación 
de PLC-2. Esta activación genera una serie de mensajeros posteriores 
que inducen la liberación de Ca2+ intracelular, activando la proteína 
quinasa C (PKC). Esta proteína induce la activación de factores de 
transcripción como NF-κB. PLC-2 también participa en la activación de 
ERK, regulada a su vez por la señalización de RAS/RAF1, c-JUN y la 
MAP quinasa p38 (235). 

 La tercera fase implica la modulación de la actividad 
transcripcional y la fosforilación de muchos genes reguladores, como 
Mcl-1, BIM, Ciclina D1 y Myc. Estos genes se encuentran más abajo en 
la cascada de señalización, y son los encargados de mediar los 
cambios que se producen en la proliferación, migración y 
supervivencia celular.  

 De la misma manera, existen reguladores negativos del BCR 
como CD22 y CD5 entre otros. Estos reguladores contienen 
inmunoreceptores que son fosforilados por LYN, e inhiben la 
señalización del BCR. Por lo tanto, LYN regula la transducción de 
señales a través del BCR de forma positiva y negativa (236).  

 En el caso de la LLC, la naturaleza molecular de la Ig de 
superficie ha proporcionado información sobre el desarrollo de esta 
patología. Aquellos pacientes LLC con una enfermedad progresiva, 
presentan la inmunoglobulina de superficie (Ig) del BCR codificada por 
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genes IGHV no mutados, y elevados niveles de la proteína ZAP-70, 
mientras que aquellos pacientes con una enfermedad más estable, 
presentan el Ig codificado por los genes IGHV mutados y no expresan 
ZAP-70 (237). Estudios ya publicados indican que la señalización de 
BCR, que promueve la proliferación de estas células, es generalmente 
más alta en el subtipo que presenta la IGHV no mutada (238) (219). 

3.2.1.1. Proteína Bruton tirosin quinasa (BTK). 

 La proteína Bruton tirosin quinasa, codificada por el gen BTK, es 
una proteína citoplasmática perteneciente a la familia de las Tec-
quinasas (PTK), entre las que se encuentran otras 4 proteínas 
denominadas  Itk, Tec, Bmx y Txk (239). La proteína BTK fue clonada y 
caracterizada por primera vez en el año 1993 (240) (241), y se expresa 
en casi todas las células hematopoyéticas, excepto en las células 
plasmáticas y los linfocitos T, y en las células B, desde las etapas más 
tempranas hasta las más maduras (242). Desempeña un papel 
importante en el desarrollo y proliferación del linaje de células B (243), 
constituyendo un elemento esencial en la vía de señalización del 
receptor de célula B (BCR) (229). Este gen codifica una proteína de 659 
aminoácidos que contiene 5 dominios diferentes característicos de las 
moléculas de señalización (244), incluyendo un dominio de pleckstrina 
(PH) N-terminal, un dominio de homología Tec (TH), seguido de dos 
dominios de homología SRC (SH2 y SH3) y un dominio quinasa C-
terminal (SH1) (240).  
  
 En humanos, mutaciones que provocan la disfunción de BTK 
conducen al síndrome XLA, denominado agammaglobulinemia ligada 
al cromosoma X. Esta enfermedad es una inmunodeficiencia primaria 
caracterizada por la falta de células B maduras circulantes y niveles 
bajos de inmunoglobulinas, causando infecciones bacterianas 
recurrentes.  
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 BTK se expresa principalmente en el citoplasma, pero está 
descrito que se transloca a la membrana plasmática tras la activación 
de PI3K (245) (246) (247). Una vez allí, BTK se activa por fosforilación 
mediada por SYK o LYN, en respuesta a la unión del receptor de célula 
B con el antígeno, y comienza un proceso mediante el cual una 
variedad de proteínas interactúan entre si, reclutando moléculas de 
señalización que dan como resultado la proliferación de las células B 
(244). 

3.2.1.2. Vía PI3K/Akt. 

 La ruta de la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) se considera un 
componente clave de la supervivencia celular en diferentes tipos de 
cáncer, incluida la LLC. Esta familia de enzimas se encarga de la 
fosforilación de los lípidos de inositol, cuya función principal una vez 
fosforilados es el reclutamiento a la membrana celular de proteínas de 
señalización (248) (249) (figura 12). 

 Las enzimas PI3K se clasifican en tres tipos denominados I, II y 
III, en función de su estructura, tipo de regulación y selectividad de 
sustrato. Las enzimas de tipo I son heterodímeros formados por una 
subunidad catalítica de aproximadamente 110 kDa (p110α, p110β y 
p110δ) y una subunidad reguladora encargada de modular su 
actividad y localización celular (p85α, p85β, p55γ, p55α y p50α) (248). 
Su principal objetivo es convertir fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) 
en fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), cuya función es facilitar el 
reclutamiento o la unión a la membrana plasmática de numerosas 
enzimas intracelulares, que contienen dominios de homología PH con 
selectividad específica a este lípido, tales como la Tec-quinasa BTK y 
AKT entre otras, dando lugar a la activación continua del BCR (250).  

 AKT es un componente que se encuentra más abajo en la vía de 
señalización del BCR que, una vez que se activa por fosforilación 
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mediada por PIP3, se transloca a la membrana plasmática. Una vez allí, 
da lugar a varios procesos entre los que se encuentran la fosforilación y 
activación de proteínas pro-apoptóticas como Bad (251), la 
fosforilación de MDM2, aumentando su actividad ubiquitina ligasa para 
llevar a cabo la ubiquitinación y posterior degradación de p53 (252), la 
fosforilación y activación de IKK, que se traduce en la activación de NF-
κB, entre otros procesos (397). 

 

Figura 12: Esquema de las vías de señalización del BCR. Fosforilación y activación 
de BTK y AKT. Modificado de (253). 
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 El desarrollo de fármacos en los últimos años, para el 
tratamiento de la LLC dirigidos hacia el bloqueo de las vías de 
señalización del BCR, se considera un importante progreso, ya que la 
señalización del receptor de célula B es clave en la biología de la LLC 
(254). La inhibición farmacológica de BTK mediante Ibrutinib (255) 
(153), y de PI3K por Idelalisib (256), reducen las señales de 
supervivencia celular, disminuyendo la actividad de vías como NF-κB y 
ERK, así como las interacciones con el microambiente (257). 

3.2.2. Vía de supervivencia NF-κB. 

 El factor de transcripción nuclear NF-κB es el principal 
mediador de la función inmune (innata y adaptativa) y las respuestas 
inflamatorias, participando también en la regulación de procesos 
fisiológicos como la diferenciación, proliferación y supervivencia 
celular (258). También está descrito el papel que desempeña NF-κB en 
el desarrollo de varios linajes de células hematopoyéticas como las 
células B, y la formación de órganos linfoides secundarios (259). Por 
todo ello, la señalización de NF-κB es crítica, ya que responde a 
diversos estímulos mediando las respuestas celulares en los diferentes 
contextos fisiológicos (260).  

 La familia de factores de transcripción NF-κB está formada por 5 
miembros: p50, p52, p65 (RelA), c-Rel y RelB, codificados por los genes 
NFκB1, NFκB2, RELA, REL y RELB, respectivamente (261). Todos ellos 
comparten un dominio de homología en el extremo N-terminal 
denominado RHD, responsable de la unión al ADN, la dimerización, la 
unión al inhibidor de  IκB y la localización nuclear (262). 

 El esquema básico de señalización de NF-κB está formado por 
el complejo IKK, las proteínas inhibidoras IκB (IκBα, IκBβ e IκBε) y 
dímeros de NF-κB. Esta ruta se caracteriza por dos vías de señalización, 
la vía canónica y la vía no canónica (260) (figura 13). 
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 Una vez recibidas las señales extracelulares por el receptor de 
membrana tiene lugar la activación de la quinasa de IκB (IKK), y por lo 
tanto la fosforilación, ubiquitinación y degradación de las proteínas 
inhibidoras IκB. El complejo IKK está formado por dos subunidades 
que presentan una elevada similitud, denominadas IKKα e IKKβ, y una 
subunidad reguladora denominada NEMO (IKKγ) (263). La activación 
de IKK puede ocurrir a través de los complejos TRAF/RIP, lo que 
conduce a la señalización canónica, o a través de TRAF y NIK (NF-κB-
inducing kinase) que conduce a la vía no canónica. La vía canónica está 
basada en la degradación de los inhibidores de IκB en el citoplasma, y 
se induce por la quinasa IKKβ en respuesta a citoquinas pro-
inflamatorias como TNFα, IL-1 (264), por lo que tras la activación de 
IKKβ se produce la fosforilación y degradación de IκB por el 
proteosoma. La vía no canónica consiste en el procesamiento del 
precursor p100 activándose a través de la quinasa IKKα. La activación 
de NIK lleva a cabo la fosforilación de IKKα, responsable de la 
fosforilación de p100, que tras su procesamiento en el proteosoma da 
lugar a la forma activa p52 (265).  

 El sistema IKK-NF-κB ejerce funciones importantes en el 
componente maligno del tumor, facilitando a las células resistencia 
ante los procesos apoptóticos, así como en el componente 
inflamatorio, facilitando la producción de factores de crecimiento que 
estimulan el desarrollo del tumor (266).  

 Finalmente, los dímeros de NF-κB que se han liberado, se 
pueden activar a través de varias modificaciones postraduccionales, se 
translocan al núcleo donde se unen a secuencias de ADN específicas e 
inducen la transcripción de genes diana (267). Las vías de NF-κB 
canónica y no canónica regulan diferentes conjuntos de genes diana, 
como por ejemplo los genes Bcl-2, Bax o Bim en la ruta canónica, y 
Cox-2, Ciclina D y Bcl-xl en la vía no canónica (380). 
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Figura 13: Vías de señalización de la ruta NF-κB. La señalización canónica de NF-κB 
comienza tras la activación del receptor, reclutamiento de proteínas adaptadoras y 
señalización a IKK a través del complejo TRAF/RIP. Una vez activado IKK, se produce la 
fosforilación y degradación de IκB. La señalización no canónica de NF-κB tiene lugar a 
partir de la activación del receptor, reclutamiento de proteínas adaptadoras y 
señalización a IKK a través de TRAF y NIK. Tras la activación de IKK, se produce el 
procesamiento de p100 a p52. Los dímeros de NF-κB fosforilados se unen al ADN e 
inducen la transcripción de genes diana. Modificado de (267). 
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 La vía canónica de NF-κB juega un papel importante en la 
supervivencia de las células B mediada por la señalización del BCR. De 
manera natural, el complejo NF-κB se encuentra inactivo en el 
citoplasma formando dímeros unidos a IκB. Los dímeros más 
habituales son el heterodímero p50/p65, y el homodímero p50/p50 
(17). Cuando se produce la estimulación del BCR a través de BTK, PI3K 
o AKT, tiene lugar la fosforilación y posterior degradación por el 
sistema ubiquitin-proteosoma de IκB, facilitando así la translocación 
nuclear de NF-κB y la transcripción génica (268). 

 La expresión de NF-κB se encuentra elevada en la LLC y 
relacionada con las interacciones que se producen entre las células B-
LLC y el microambiente tumoral, hecho que proporciona un aumento 
en la supervivencia de las células B-LLC. Igualmente, las vías PI3K/AKT 
contribuyen a la activación de NF-κB en esta patología (269). 

 Se han desarrollado diferentes inhibidores de la señalización 
NF-κB, entre los que se encuentran los inhibidores de IKK, los 
inhibidores del proteosoma que bloquean la degradación de IκB, e 
inhibidores de la translocación nuclear de NF-κB, entre otros. Aunque 
parece que la opción más efectiva es inhibir el sistema IKK, como 
ocurre con el inhibidor sintético BAY-117082, dirigido a bloquear la 
fosforilación de IκBα, y por lo tanto su degradación proteosómica y la 
translocación de proteínas NF-κB al núcleo (270). Hay estudios que 
describen que las células de LLC son sensibles a este inhibidor, sin 
embargo, este hecho no se ha podido correlacionar con los 
marcadores pronóstico establecidos CD38, ZAP-70 o el estado 
mutacional de IGHV (271). 
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3.2.3. Ruta de señalización NOTCH. 

 La familia NOTCH en mamíferos está compuesta por un 
conjunto de miembros formado por cuatro receptores heterodiméricos 
denominados Notch1, Notch2, Notch3 y Notch4, y cinco ligandos, que 
presentan una función importante en la determinación del destino 
celular. Tanto los receptores como los ligandos son proteínas 
transmembrana que se constituyen por tres dominios, extracelular, 
transmembrana e intracelular (272). Para activar la vía de señalización 
de Notch, es necesario que el dominio intracelular se libere al 
citoplasma y posteriormente se transloque al núcleo (273). Está 
descrito que la señalización de Notch tiene una importante función en 
la hematopoyesis, estando muy relacionada con el mantenimiento de 
poblaciones linfoides, mieloides y eritroides, así como en la regulación 
de la proliferación, diferenciación y apoptosis de múltiples tipos 
celulares (274) (275). Por lo tanto, el control de esta ruta es de vital 
importancia para la correcta formación y desarrollo de los tejidos, y 
defectos en la misma, dan lugar a anomalías que finalmente pueden 
causar diferentes neoplasias malignas como las hematológicas y de 
tumor sólido (276).  

 La expresión aberrante de Notch en humanos se ha identificado 
como un factor importante en el desarrollo de leucemias y linfomas, 
debido a una translocación cromosómica que resulta en la expresión 
de una proteína truncada, constitutivamente activa, conocida como 
Notch1 (TAN-1) (277). Las mutaciones en la proteína Notch1 se han 
convertido en una de las alteraciones somáticas a tener en cuenta en la 
leucemia linfática crónica, afectando aproximadamente a un 10-15 % 
de los pacientes (278). Este tipo de mutaciones generan una isoforma 
más estable y activa de la proteína, facilitando la activación de la vía de 
señalización.  
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 Los pacientes de LLC con Notch1 mutado muestran 
frecuentemente un IGHV no mutado, junto con una elevada expresión 
de CD38 y ZAP70, y entre las anomalías genéticas, las más frecuente 
son la 13q14 y la trisomía del 12, relacionándose en algunos casos con 
la inactivación del gen Tp53 (127) (279). Por lo tanto, aquellos 
pacientes con mutación de Notch1 tienen etapas de Rai y Binet 
avanzadas, con elevada expresión de β2-microglobulina, lo que se 
traduce en un estadío clínico avanzado en el momento del diagnóstico 
y una supervivencia general más corta que aquellos con la proteína 
Notch1 no mutada (123). Hay autores, como Rossi et al. que describen 
que el impacto de estas mutaciones en la supervivencia global de los 
pacientes con LLC es independiente del IGHV (126).  

3.2.4. Regulación del ciclo celular. 

 El ciclo celular comprende un conjunto de eventos nucleares y 
citoplasmáticos que deben estar perfectamente coordinados y 
regulados, dando lugar a la duplicación del ADN de los cromosomas 
de las células eucariotas, para luego segregarlo en dos células hijas 
genéticamente idénticas. 

 El ciclo celular proliferativo consiste en cuatro fases: G1, S, G2 y 
M. Durante la fase S, de síntesis de ADN, la célula replica 
completamente su genoma, produciendo una copia idéntica para cada 
célula hija. Esta fase se extiende durante unas 10-12 horas, la mitad del 
tiempo que dura un ciclo celular completo de células de mamífero. 
Durante la fase M de mitosis, la célula madre reparte el material 
genético en dos células hijas, proceso que ocupa aproximadamente 1 
hora del tiempo total de un ciclo celular. La fase S y la fase M se 
encuentran separadas a su vez por dos fases intermedias preparativas, 
denominadas G (gap), que permiten a la célula tener un tiempo extra 
para crecer y repararse; la fase G1, entre la fase M y la fase S y la fase 
G2, entre la fase S y la mitosis. Si durante ese tiempo extra, las células 
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detectan que las condiciones extracelulares son desfavorables, 
retrasan su progresión a través de la fase G1, pudiendo entrar incluso 
en un estado de reposo o quiescencia denominado G0, en el que las 
células pueden permanecer durante mucho tiempo antes de volver a 
proliferar (399) (400). 

 Los componentes principales del sistema de control del ciclo 
celular pertenecen a una familia de enzimas denominadas quinasas 
dependientes de ciclina (Cdks). Estas enzimas catalizan la reacción de 
fosforilación de diferentes sustratos (400). La actividad de las Cdks 
requiere la unión a subunidades reguladoras denominadas ciclinas, 
cuyos niveles varían en momentos determinados del ciclo, regulando 
así la actividad de las CDKs (401). En las células humanas existen 20 
CDKs y 29 ciclinas (402), pero sólo un pequeño conjunto de complejos 
Cdk-Ciclina participan en la progresión del ciclo celular. Por un lado, se 
encuentran las quinasas Cdk2, Cdk4 y Cdk6 que actúan en interfase, 
fase G1, S y G2, y Cdk1 que actúa en mitosis, y por otro lado las ciclinas 
pertenecientes a cuatro tipos, como son ciclinas A, B, C y D (280).  

 Además del control de síntesis y degradación de diferentes 
ciclinas, las Cdks están sujetas a una regulación negativa por parte de 
proteínas inhibidoras de Cdks, denominadas CKIs (Cdk inhibitors). 
Según su similitud de secuencia y estructura, los CKIs se dividen en dos 
familias: los inhibidores Cdk4 (INK4) y la familia CIP/KIP. Los inhibidores 
INK4, formados por p16, p15, p18 y p19, provocan la parada en G1, 
inhibiendo la actividad quinasa de Cdk4/6 (281) (282). Los inhibidores 
de la familia CIP/KIP, formada por p21, p27 y p57, modulan la actividad 
de varios complejos Cdk-Ciclina, inhibiendo procesos de proliferación 
y diferenciación celular (282) (283), y además, están implicados en la 
respuesta al estrés celular. p21 es diana transcripcional de p53, y 
media la parada del ciclo celular en las fases intermedias G1 y G2 en 
respuesta al daño en el ADN (398) (284). La expresión de p27 se 
encuentra normalmente elevada en células en reposo, disminuyendo 
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esa expresión cuando las células entran en ciclo. Este inhibidor 
provoca la parada del ciclo en la fase G1, en respuesta a señales 
antimitogénicas (285). p57 interviene en la regulación del ciclo celular 
durante el desarrollo embrionario (283). 

 Existe otro mecanismo de control del ciclo celular esencial, cuya 
función principal consiste en evitar la inestabilidad genómica generada 
por daños externos en el ADN o por la formación de estructuras 
aberrantes, generadas durante la replicación del ADN. Son los 
denominados puntos de control, que detienen o previenen la 
progresión del ciclo celular, proporcionando un tiempo extra para la 
reparación del daño, o cuando el daño es irreparable, previenen la 
proliferación celular mediante senescencia, diferenciación o apoptosis. 
Los principales puntos de control se encuentran en G1/S y en G2/M. 
Durante la transición de G1 a S, existe el punto de control G1/S que 
previene el inicio de la replicación del ADN si se encuentra dañado. El 
punto de control de G2/M, previene el inicio de la mitosis cuando 
existe daño en el ADN, generado en  la fase G2 o por la propia 
replicación durante la fase S (286). 

3.2.5. Reparación del Daño en el ADN. 

 Desde el punto de vista clínico, el fracaso de las quimioterapias 
convencionales en el tratamiento de la LLC se basa en que la inducción 
de apoptosis, que se inicia como respuesta al daño producido en el 
ADN, se encuentra alterada. 

 Para mantener la integridad del ADN, las células eucariotas han 
desarrollado un programa de vigilancia que consiste en la activación 
de los puntos de control del ciclo celular (G1/S y G2/M), en respuesta 
al daño producido en el ADN (DDR). Este daño puede ser causado por 
una replicación incompleta del ADN debido a fallos producidos en las 
horquillas de replicación, o inducido por agentes intrínsecos como las 

88



	
modificaciones espontáneas, agentes químicos o radiación tipo UV o 
ionizante, entre otros (287). 

 La activación de los puntos de control consiste en la 
estimulación de una serie de quinasas que evitan la progresión a través 
del ciclo celular, y si el daño producido es superior a la capacidad de 
reparación, se activan vías de señalización adicionales que conducen a 
la muerte celular a través de la apoptosis (288). Las dos vías principales 
de respuesta al daño producido en el ADN son la vía ATM/Chk2 que se 
activa tras la rotura de doble hebra de ADN (DSB), y la vía ATR/Chk1 
que responde principalmente a roturas de cadena sencilla de ADN 
(289). 

 La vía de la quinasa ATM o de reparación de roturas de doble 
hebra (DSB) se lleva a cabo mediante dos mecanismos diferentes, un 
mecanismo rápido y propenso a errores denominado recombinación 
no homóloga (NHEJ), y un proceso de reparación de alta fidelidad 
denominado recombinación homóloga (HR) (290). 

 ATM forma parte de una familia de proteínas conservada, con 
actividad quinasa que se denominan proteínas similares a PI3K (PIKK), 
debido a que contienen un dominio típico de esta familia de proteínas. 
ATM se localiza predominantemente en el núcleo de las células en 
división. Inicialmente, las moléculas de ATM se encuentran inactivas en 
las células no dañadas, formando dímeros o multímeros, y tras el daño 
en el ADN, se produce una fosforilación entre las moléculas de ATM, 
liberándose así cada una de ellas y convirtiéndose en monómeros 
activos en cuestión de minutos (291), respondiendo rápidamente a los 
DSB mediante la fosforilación de una amplia variedad de sustratos 
(292) (293). Entre los múltiples sustratos susceptibles de ser 
fosforilados se encuentran las proteínas p53 y FANCD2, proteína 
perteneciente a un complejo multiprotéico cuyos defectos conducen al 
síndrome conocido como Anemia de Fanconi (AF) (figura 14). 
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Figura 14: Activación de los puntos de control del ciclo celular en respuesta a los 
DSB mediada por ATM. La mayoría de estas vías están reguladas principalmente por 
ATM en la etapa temprana de la respuesta al daño en el ADN. Modificado de (290). 

 La proteína ATM se identificó como el gen que se encuentra 
mutado en la ataxia-telangiectasia (A-T). Esta patología pertenece a un 
grupo de enfermedades humanas conocidas como síndromes de 
inestabilidad cromosómica (294). Estos síndromes combinan varios 
grados de degeneración tisular e inestabilidad citogenética, y 
presentan signos prematuros de envejecimiento, sensibilidad a los 
agentes que dañan el ADN y predisposición al cáncer (295). Son todos 
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autosómicos recesivos y representan defectos en las vías principales 
de respuesta al daño en el ADN, cada una de las cuales se activa por 
una clase distinta de agente nocivo. Dentro de estos síndromes se 
encuentran por ejemplo el denominado Xeroderma pigmentosum 
(XP), Síndrome de Cockayne, Síndrome de Werner (WS) y la Anemia de 
Fanconi (FA) entre otros (290). 

3.2.5.1. Gen supresor tumoral: p53. 

 Las principales vías que se activan en respuesta al daño en el 
ADN, descritas anteriormente, convergen en p53, que se estabiliza tras 
la fosforilación y se localiza en el núcleo. Las vías de respuesta 
mediadas a través de p53 desempeñan un papel importante en el 
comportamiento de las células frente a la inestabilidad genómica, 
dando lugar a la parada del ciclo celular, senescencia y apoptosis (296) 
(figura 15). 

91



	

  

Figura 15: Esquema de las vías que se activan en respuesta al daño producido en 
el ADN, mediadas a través de p53. Tras su activación, p53 induce una serie de genes 
diana que promueven la detección del ciclo celular, permitiendo la reparación del 
ADN, la senescencia o apoptosis. Modificado de (296). 
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 La proteína codificada por el gen supresor de tumores p53 se 
descubrió en la década de los 70, y se identificó como una 
fosfoproteína celular de 53kD capaz de unirse al antígeno 
transformante SV40 T (297). Pertenece al grupo de genes implicado en 
el control del ciclo celular, cuya función es detener el ciclo en el paso 
de G1 a S, cuando se han producido lesiones en el ADN, 
proporcionando tiempo suficiente para que actúen los sistemas de 
reparación del ADN, y asegurar así la integridad genómica y la 
supervivencia de las células expuestas a agentes dañinos. Se han 
identificado dos grandes grupos de genes diana de p53, por un lado 
los reguladores negativos de la progresión celular, entre los que se 
encuentran el inhibidor de quinasas dependiente de ciclina p21 
(CDKN1A) y 14-3-3, y por otro los genes promotores de la apoptosis 
como Puma, Bax y Bak (298) (299). La mutación de p53 es uno de los 
cambios genómicos más frecuentes, encontrándose mutado en más 
del 50% de los cánceres humanos (298) (300), permitiendo así la 
proliferación descontrolada de células dañadas (301). Sin embargo, 
una sobreexpresión de formas activas de p53, da como resultado 
fenotipos degenerativos y un envejecimiento celular prematuro (302). 

 p53 tiene dos proteínas homólogas conocidas como p63 (303) 
y p73 (304), que presentan un elevado grado de similitud con él, de 
forma que pueden unirse y activar la transcripción de muchos 
promotores sensibles a p53, mediando la detección del ciclo celular, la 
senescencia y apoptosis en respuesta al daño en el ADN. p63 y p73 
contienen promotores alternativos y sitios de empalme por eso 
presentan isoformas diferentes con actividades similares o 
antagonistas. Las isoformas de la región C-terminal denominadas de 
longitud completa, TAp63 y TAp73, contienen un dominio de 
transactivación (TAD) y se comportan biológicamente de forma similar 
a p53. Sin embargo, las isoformas ΔNp63 y ΔNp73, que no presentan 
el dominio TAD, por lo que son transcripcionalmente inactivas, actúan 
como inhibidores de los miembros activos de la familia de p53 (305). 
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Sin embargo, diversos trabajos han descrito que pueden transactivar 
genes diana a través de un dominio de transactivación alternativo 
presente en sus extremos N-terminales a través de sitios de respuesta 
para Sp1(306) (307,308).  

 La proteína supresora de tumores p53 es una proteína de vida 
corta debido a su rápida degradación por el sistema ubiquitin-
proteosoma. Sin embargo, tras la exposición de las células a diferentes 
estímulos de estrés, los niveles de p53 aumentan como consecuencia 
de la reducción de su degradación, activándose su función como 
factor de transcripción y promoviendo la detección del crecimiento 
celular y la apoptosis (65) (309). La actividad de p53 está regulada 
principalmente por modificaciones postraduccionales, tales como 
ubiquitinación, acetilación y fosforilación (310). Un regulador 
importante de la actividad y estabilidad de p53 es la proteína MDM2. 
MDM2 es una ubiquitina ligasa E3-RING que interactúa directamente 
con p53 e inhibe su función, promoviendo su ubiquitinación y 
degradación a través del proteosoma (311). El gen MDM2 se 
encuentra activo en aproximadamente el 7% de los cánceres sin una 
mutación asociada de p53, de manera que facilita la tumorogénesis 
inhibiendo la vía de supresión tumoral mediada por p53 (312) (313). 
Además, se ha descrito que MDM2 promueve la neddilación de p53, 
reprimiendo su actividad transcripcional (65). 

 Las mutaciones de TP53 y ATM son hechos comunes en la LLC, 
y se asocian con una respuesta defi ciente a la quimioterapia 
inmunológica convencional y peor pronóstico (113) (314). De manera 
que las aberraciones cromosómicas más relevantes clínicamente 
afectan principalmente al supresor tumoral p53. Entre ellas se 
encuentran las deleciones en el brazo corto del cromosoma 17 (del 
17p), hecho que se asocia con una resistencia elevada a las 
quimioterapias genotóxicas (113), y mutaciones puntuales de p53 que 
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dañan las proteínas en un considerable porcentaje de pacientes LLC y 
se asocian con un mal pronóstico (315). 

3.2.5.2. Proteínas FANC: Anemia de Fanconi. 

 Se ha descrito que las proteínas FANC regulan procesos de 
monoubiquitinación y neddilación, de hecho, es probable que el 
proceso de monoubiquitinación más conocido sea el que realiza el 
complejo FANCcore sobre las proteínas FANCD2 y FANCI, para activar 
los procesos de reparación por recombinación homóloga del ADN,  en 
respuesta a agentes que generan enlaces covalentes entre las cadenas 
de ADN o bien, tras el atasco de las horquillas de replicación (316). El 
complejo FANCcore es una E3 multiproteica que contiene la E3 RING 
ligasa FANCL que, en colaboración con la E2 UBE2T, cataliza la 
transferencia de un único residuo de ubiquitina a las dianas FANCD2 y 
FANCI (34) (35) (36), en respuesta al daño en el ADN. Los miembros 
que componen este complejo son FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, 
FANCF, FANCG, FANCL y FANCM. Una vez que estas proteínas activan 
sus dos dianas descritas hasta el momento, inician una cascada de 
señalización conocida como ruta FA/BRCA. Esta vía regula la 
detección, señalización y reparación de los enlaces cruzados (ICL) de 
ADN, e incluye otras 6 proteínas que se encuentran por debajo en la 
ruta, denominadas FANCD1, FANCJ, FANCN, FANCO, FANCP y 
FANCQ (conocidas también como BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD51C, 
SXL4 y XPF ó ERCC4, respectivamente). Estas proteínas están 
involucradas en procesos de reparación del ADN por recombinación 
homóloga (317) (318). La mutación de  cualquiera de estas proteínas 
da lugar a la patología conocida como Anemia de Fanconi (AF) (319). 

 La Anemia de Fanconi (AF) es un trastorno genético 
caracterizado por múltiples anomalías congénitas, inestabilidad 
cromosómica, y susceptibilidad al cáncer (320), principalmente 
tumores hematológicos y sólidos. Las anomalías hematológicas 
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representan las manifestaciones patológicas más abundantes (319). 
Clínicamente, esta enfermedad se caracteriza por una insuficiencia de 
la médula ósea, debutando en la niñez con una anemia aplásica y, con 
el tiempo, estos pacientes pueden desarrollar un síndrome 
mielodisplásico o una leucemia mieloide aguda, pero también, 
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, tumores 
hepáticos, cerebrales y cutáneos, entre otros (321) (322) (323). 

 Defectos en la ruta FA/BRCA también ocurren en células 
somáticas de individuos no Fanconi, pudiendo causar diferentes tipos 
de cáncer (324) (325) (326). Los tumores que albergan mutaciones en 
genes FANC son muy sensibles al tratamiento con agentes alquilantes, 
tales como cis-platino (CDDP),  mitomicina C (MMC) o melfalán (327). 
Por el contrario, la sobreexpresión de genes FANC se ha asociado con 
refractariedad a melfalán en mieloma múltiple (328) (329). Por estos 
motivos, la ruta FA/BRCA se ha convertido en una posible diana en el 
tratamiento de diferentes neoplasias, y ya se están buscando posibles 
moléculas inhibidoras de esta vía (330) (331) (332). Recientemente se 
ha descrito que el inhibidor del proteosoma Bortezomib, empleado en 
el tratamiento de distintos tumores hematológicos, inhibe la ruta FA/
BRCA, aportando así un mecanismo para su efecto antitumoral (333). 
En esta misma línea, se ha demostrado que el sistema de conjugación 
de NEDD8 conocido como neddilación, participa en la activación de la 
ruta FA/BRCA, ya que la inhibición del mismo sensibiliza las células a 
drogas sobrecruzantes del ADN, bloqueando la monoubiquitinación 
de FANCD2 (319). La neddilación tiene un papel bien definido en la 
reparación del ADN por excisión de nucleótidos (NER) (334) y también 
en la reparación de roturas de doble hebra de ADN (DSB), tanto por 
recombinación homóloga (HR) como por recombinación no homóloga 
(NHEJ) (335) (336) (337) (102). Se ha demostrado que FANCA, y 
posiblemente otras proteínas FANC, participan en ambos tipos de 
reparación DSB (338).  
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 Recientemente, se ha publicado que FANCA modula la 
neddilación de diferentes proteínas (339), como es el caso del receptor 
de quimiocinas CXCR5. Este receptor transmembrana se relaciona con 
la movilidad de las células B y la migración a los centros germinales, 
teniendo una función importante en la progresión del cáncer y las 
enfermedades inflamatorias (340) (341). Se ha descrito que CXCR5 se 
modifica postraduccionalmente mediante la adición de NEDD8, a 
través de un mecanismo regulado por FANCA (339). 
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II. OBJETIVOS.



	



	

 Los objetivos de este trabajo van dirigidos a tratar de esclarecer 
las causas moleculares que puedan explicar las características 
comunes de esta patología.  

 Nuestros principales objetivos son:   

1. Rastreo de la expresión de genes FANC en muestras de 
pacientes de leucemia linfática crónica, y su correlación 
estadística con parámetros clínicos para discernir su valor 
pronóstico. La deficiencia en proteínas FANC se han asociado a 
alteraciones del ciclo celular y a mecanismos de reparación del 
ADN y de la apoptosis, todos ellos procesos alterados en la LLC, 
por lo que se plantea el análisis de alguna deficiencia en la 
expresión de estos genes en esta patología.  

2. Análisis de los mecanismos moleculares mediante los cuales 
una variación en la expresión de las proteínas FANC afectaría al 
fenotipo de la leucemia linfática crónica. Se realizará un rastreo 
de los genes y procesos celulares que ven afectada su función por 
las alteraciones en la expresión de los genes FANC en la LLC. 

3. Estudio de la función de las modificaciones postraduccionales 
en el desarrollo del fenotipo celular de la leucemia linfática 
crónica. La única función conocida del complejo FANCcore es la 
de modifi car las proteínas FANCD2 y FANCI mediante 
monoubiquitinación. Trabajos recientes han reportado un papel de 
alguna de las proteínas individuales en otras modificaciones 
postraduccionales. Por otro lado, el estudio del efecto de agentes 
que inhiben algunas de estas modifi caciones, como la 
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ubiquitinación o la neddilación, han demostrado eficacia sobre 
células de diferentes neoplasias hematológicas. El conocimiento 
del alcance de este tipo de modificaciones en la LLC puede 
aportar datos sobre su etiología y ayudar al diseño de nuevas 
terapias. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS.



	



	

1. Características de los pacientes y tiempo de 
progresión. 

 Para el estudio de la expresión de genes FANC en leucemia 
linfática crónica se llevó a cabo el análisis de muestras de 101 
pacientes diagnosticados de LLC. De estos pacientes, sesenta y dos 
(61,4%) eran hombres, con una mediana de edad al momento del 
diagnóstico de 66 años. El 89% de los pacientes se encontraban en la 
etapa A de estratificación del riesgo, considerando el sistema de Binet, 
y el 94% en el estadío O-I, según el sistema de Rai, en el momento del 
diagnóstico. Se dispuso de estudios citogenéticos de 77 pacientes, de 
los cuales 45 (58,4%) presentaban al menos una anomalía 
cromosómica. La deleción 13q14 fue la aberración mas frecuente, con 
un 28,6%, seguida de la trisomía 12, con un 22,1%, la deleción 11q23 
con un 11,7% y finalmente la deleción 17p13 con un 5,2%. La mediana 
de seguimiento fue de 87 meses, durante los cuales, 44 pacientes 
mostraron progresión de la enfermedad. La información clínica de los 
pacientes se resume en la tabla 1. 

III. MATERIALES Y MÉTODOS.

Variable N (%)

Género, Masculino 62 (61.4)

Edad al diagnóstico, mediana, años (rango) 66 (59-74)

Raia 0-1 94 (93.1)

Bineta A 89 (88.1)

CD38 positivob 12 (15.2)

ZAP-70 positivoc 14 (21.2)

FISHd

- Anormal 45 (58.4)
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Tabla 1: Características generales de los 101 pacientes de LLC estudiados. 

2. Cultivos Celulares. 

2.1. Líneas y Cultivos Celulares. 

 Las líneas celulares empleadas en los diferentes estudios 
llevados a cabo en esta tesis se resumen a continuación: 

 Las células B-LLC que se emplearon en estos estudios 
provienen de sangre periférica (PBMC) de pacientes que  firmaron un 
consentimiento informado antes de la extracción. Se purificaron los 
linfocitos B (fracción mononuclear) mediante centrifugación en un 
gradiente de Ficol. Los pacientes LLC seleccionados presentan una 
afectación superior al 85% (más del 85% de los leucocitos son 
linfocitos). Para los controles de PBMC, las células CD19+ se aíslan de 
las capas leucocíticas de donantes sanos después del consentimiento 
informado, utilizando un sistema inmunomagnético (Miltenyi Biotec, 

- Deleción 13q14 22 (28.6)

- Trisomía del 12 17 (22.1)

- Deleción 11q23 9 (11.7)

- Deleción 17p13 4 (5.2)

Progresión 44 (43.6)

Tiempo de progresión, mediana, meses (rango) 59 (39-112)

Seguimiento, mediana, meses (rango) 87 (53-130)

aEstadío al diagnóstico.  
bDatos disponibles en 79 pacientes. La expresión de CD38 ≥20% se consideró 
positiva.  
cDatos positivos en 66 pacientes. La expresión de ZAP70 ≥20% se consideró positiva. 
dDatos disponibles en 77 pacientes. Algunos pacientes mostraron dos o más 
aberraciones por FISH.
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Bergisch Gladbach, Alemania). Otra vía de obtención de linfocitos B 
control han sido amígdalas resecadas de pacientes con hipertrofia no 
infecciosa, mediante lavados con PBS 1X, con el correspondiente 
consentimiento informado. Estas células se mantienen en medio RPMI 
suplementado con suero de ternera fetal (FBS) al 10% y cultivadas en 
una atmósfera humidificada con CO2 al 5% y a 37ºC. 

 Las células HEK293T provienen de un adenocarcinoma 
embrionario de riñón. Se mantienen en medio DMEM suplementado 
con suero de ternera fetal (FBS) al 10% y cultivadas en una atmósfera 
humidificada con CO2 al 5% y a 37ºC. 

 Las células 293T KOFAA9 contienen una mutación inactivadora 
de la función de FANCA y se generaron en el laboratorio mediante la 
técnica CRISPR/Cas9. Para ello, se transfectaron con una construcción 
de ARN guía de Cas9 junto con un plásmido donante que genera una 
inserción dirigida del ORF de la proteína GFP en el tercer exón del gen 
FANCA. La transfección se llevó a cabo con el reactivo SuperFect 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células fueron 
seleccionadas por citometría a los 5 días. Estas células se mantienen en  
medio DMEM suplementado con suero de ternera fetal (FBS) al 10% y 
cultivadas en una atmósfera humidificada con CO2 al 5% y a 37ºC. 

 Las células linfoblásticas B deficientes en FANCA (Linfos FA), 
provienen de un paciente de Anemia de Fanconi y fueron 
inmortalizadas mediante infección con Epstein-Barr. Esta línea celular 
se mantiene en medio RPMI suplementado con suero de ternera fetal 
(FBS) al 10% y cultivadas en una atmósfera humidificada con CO2 al 5% 
y a 37ºC. 

 Las células de tumor de mama MCF7 se mantienen en medio 
RPMI suplementado con suero de ternera fetal (FBS) al 10% y 
cultivadas en una atmósfera humidificada con CO2 al 5% y a 37ºC. 
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 La línea celular MEC-1, establecida a partir de un paciente LLC,  
nos fue amablemente cedida por la Dra. Dolores Delgado (Instituto de 
Biología Molecular y Biotecnología de Cantabria, IBBTEC, Santander, 
España). Estas células se mantienen en medio RPMI suplementado con 
suero de ternera fetal (FBS) al 10% y cultivadas en una atmósfera 
humidificada con CO2 al 5% y a 37ºC. Esta línea celular tiene una 
deleción en el brazo corto del cromosoma 17 (342). 

2.2. Transfección Celular. 

2.2.1. Método del Fosfato cálcico. 

 Este método químico se basa en la formación de un precipitado 
entre el cloruro de calcio (CaCl2) y el ADN, en una solución salina de 
fosfatos. Por un lado se realiza la mezcla de ADN y CaCl2 (tubo 1), y por 
otro lado la solución salina de fosfatos (tubo 2). A continuación, se 
vierte la mezcla del tubo 1 sobre la solución del tubo 2, y durante el 
proceso, se forman unos agregados que las células incorporarán por 
endocitosis. Se deja la mezcla entre 10-20 min a temperatura ambiente 
y transcurrido ese tiempo se vierte sobre las células gota a gota. El 
cultivo se incuba unas 16 horas en una atmósfera humidificada. Este 
método de transfección proporciona un elevado rendimiento en 
células HEK293T, aunque posee cierta toxicidad. 

2.2.2. Método del FuGENE. 

 Este reactivo es capaz de transfectar directamente una amplia 
variedad de modelos celulares con elevada eficacia y baja toxicidad. 
Se hace la mezcla con el ADN y se vierte directamente sobre los 
cultivos celulares, con una confluencia aproximadamente del 80%. Las 
células se incuban entre 24 y 48 horas. Este método de transfección 
proporciona buen rendimiento en células MCF7. 
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2.2.3. Electroporación.  

 Este método aumenta la permeabilidad de la membrana 
plasmática celular mediante un campo eléctrico externo, que genera 
poros en las células por los que el ADN puede atravesar. 
Las células B-LLC obtenidas a partir de la fracción de mononucleares 
de muestras primarias se transfectan por electroporación, 
aproximadamente unos 10 µg de ADN por cada condición. Se utiliza 
un sistema de electroporación BTX630 de BTX (Holliston, EE. UU.), 
siendo las condiciones óptimas 320V y 975µF. 

2.2.4. Superfect. 

 Este reactivo de transfección se basa en la tecnología 
denominada de dendrímero activado, desarrollada para la transfección 
de ADN en una amplia gama de líneas celulares, ya que los 
dendrímeros pueden formar complejos con el ADN o ARN, 
transportándolo al interior de las células. Este reactivo presenta una 
baja toxicidad y causa un daño menor en la membrana celular. 
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3. Reactivos. 

Descripción 
(abreviatura) Casa Comercial Referencia Aplicación

1kb Plus DNA Invitrogen 10787018 Marcador ADN.

Ácido acético glacial Panreac/
Aplichem 141008 Soluciones de tinción.

Ácido Bicinconínico 
(BCA) G Biosciences 786-844

Determinación del 
nivel total de proteína 
en una solución.

Ácido etilendiamino 
tetraacético (EDTA)

Panreac/
Aplichem 131026 Agente quelante de 

cationes divalentes.

Agarosa Pronadisa 8010 00

Separación de 
moléculas de ADN 
mediante 
electroforesis.

Albúmina de suero 
bovino (BSA) G Biosciences 786-844 -

Alcohol isoamílico Merck 100979 Precipitación de 
ácidos nucléicos.

Ampicilina Fisher 
Bioreagents BP1760-25 Antibiótico.

Anexina V marcada con 
FITC (Anexina V-FITC) Immunostep ANXVF-200T

Determinación de 
viabilidad celular/
apoptosis.

Aprotinina VWR E429-10MG Inhibidor de proteasas

Azul Coomassie VWR G-250
Detección de 
proteínas. 

Bis-acrilamida AppliChem A3651,1000

Agente de 
reticulación para los 
geles de 
poliacrilamida.

Bolas de sefarosa 
recubiertas de proteína 
G

Miltenyi Biotec 4RRPG-5 Inmunoprecipitación. 
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Bortezomib Cayman 10008822 Inhibidor del 
proteosoma.

Bromuro de Etidio Sigma-Aldrich E1510 Tinción fluorescente 
de ADN.

Buffer Fosfato salino 
(PBS)

Panreac/
Aplichem

A0964,9050 
A9202,0010 Solución tampón.

Cell Trace TM Far Red Thermo Fisher 
Technologies C34564 Proliferación celular.

Cloroformo Merck 102447

Agente orgánico 
utilizado en la 
extracción de ácidos 
nucléicos.

DEPC  (dietil 
pirocarbonato) Fisher BP561-1 Inhibidor de RNAsa.

Desoxirribonucleótidos 
trifosfato (dNTPs) Invitrogen 18427088

Utilizados en 
reacciones de síntesis 
de ADN in vitro.

Dimetil sulfóxido 
(DMSO)

Aplichem/
Panreac A3672,0100 Disolvente.

DTT Invitrogen 707265ML Agente Reductor.

Etanol Merck 100983 Precipitación de 
ácidos nucléicos.

Ficol GE Healthcare 17-1440-02 Aislamiento de células 
sanguíneas.

Fludarabina (2-
fluoroadenina-9-β- D-
arabinofuranósido)

Sigma-Aldrich F2773 Inducción de 
apoptosis.

fluoruro de 
fenilmetanosulfonilo 
(PMSF)

Sigma-Aldrich 93482-50ML-
F Inhibidor de proteasas

Fluoruro de Sodio (NaF) Merck 106449 Inhibidor de fosfatasas

FuGENE®HD  Promega E2311 Transfección Celular.

Glicerol Fisher 
Bioreagents 10021083 Aporta densidad a las 

muestras.

Descripción 
(abreviatura) Casa Comercial Referencia Aplicación
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Glicina VWR 1.04201.100
0 -

I-Block™ Protein-Based 
Blocking Reagent

Applied-
Biosystems T2015 Bloqueo de 

membranas para WB.

Ibrutinib Cayman 16274 Inhibidor de BTK.

Idelalisib/CAL-101 Selleck 
Chemicals S2226 Inhibición de PI3Kδ.

Inhibidor de ARNsa 
(RNAin)

Life 
Technologies 
(Thermo)

N8080119 Inhibidor de la 
actividad RNAsa.

Isopropanol Merck 109634 Precipitación de 
ácidos nucléicos.

Kanamicina Aplichem/
Panreac A1493,0005 Antibiótico.

Kit de ensayo ß-
galactosidasa (Galacton 
Plus y Accelerator-II)

Tropix T2222

Monitoriza la actividad 
galactosidasa 
mediante una 
reacción luminiscente.

Leupeptina VWR J580-5MG Inhibidor de proteasas

LY294002 (LY) Calbiochem 440204 Inhibición de PI3Ks.

Medio de cultivo celular 
DMEM BioWest L0103-500 Cultivo de células 

eucariotas.

Medio de cultivo celular 
RPMI Gibco 52400-025 Cultivo de células 

eucariotas.

NP-40 solución 10% MBL 
Internacional JM-2111-100 Detergente.

Ortovanadato de sodio Sigma-Aldrich S6508-10G Inhibidor de proteasas

Paraformaldehído Sigma-Aldrich P6148
Fijación/
Permeabilización 
celular.

Penicilina/Streptomicina Life 
Technologies 15070-063 Antibióticos.

Pevonedistat (MLN4924) Cayman 15217-1 Inhibidor de la 
neddilación.

Descripción 
(abreviatura) Casa Comercial Referencia Aplicación
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Random Hexamers 
(hexonucleótidos 
aleatorios)

Life 
Technologies 8080127

Cebadores para la 
reacción de retro-
transcripción.

Reactivo Luciferasa Promega E1483 Sustrato de la enzima 
luciferasa.

Rojo Ponceau Sigma-Aldrich P3504 Tinción reversible para 
detectar proteínas.

Sodium Dodecyl 
Sulphate (SDS) VWR UN1325 Detergente.

Suero Bovino Fetal (FBS) Tico Europe 90A3FBSEU5
00

Aporta factores de 
crecimiento en 
cultivos celulares.

Superfect Quiagen 301305 Transfección celular.

SuperSignal® West Dura Thermo Scientific 34076

Sustrato de la 
fosfatasa de rábano 
picante con reacción 
quimioluminiscente.

SYBER TM Green Applied-
Biosystems 4309155 Tinción fluorescente 

de ADN.

Tampón Tris, borato, 
EDTA (TBE)

Panreac/
Aplichem

A0972,9010 
PE

Solución tampón 
utilizada en 
electroforesis.

Taq ADN Polimerasa Kappa 
Biosystems

KK1015 
7958587001

Amplificación de 
fragmentos de ADN 
por PCR.

Tetrametiletilenodiamina 
(TEMED) Fisher BP150-20

Catalizador de la 
reacción de 
polimerización de la 
acrilamida.

Transcriptasa Inversa 
(SuperScriptII) Fisher 18064-014

Retrotranscriptasa. 
Polimerasa de ADN 
que utiliza RNA como 
molde.

Descripción 
(abreviatura) Casa Comercial Referencia Aplicación
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Tabla 2: Listado de líneas reactivos empleadas. 

4. Análisis de la Expresión Génica mediante RT-PCR y 
RT-qPCR. 

4.1. Extracción de ARN. 

 La extracción de ARN se realiza para llevar a cabo estudios de 
expresión génica. Para ello utilizamos el reactivo comercial  TRIZOL. El 
TRIZOL es una solución mono-fásica inmiscible en agua de fenol e 
isocianato de guanidina que mantiene la integridad de los ácidos 
nucléicos. En este punto se pueden conservar a -80ºC varios días.  A 
este lisado se le añade una mezcla cloroformo:alcohol isoamílico (24:1 
v/v) seguido de vórtex para una correcta emulsión de los 

Tripsina 0,5%- EDTA Fisher Scientific 25300-054

Mezcla de una 
proteasa y un agente 
quelante utilizada 
para despegar células 
adherentes.

Tris-HCl Seeva 37190 Agente tamponante.

Triton X-100 Sigma-Aldrich T8787-100ml Detergente.

Trizol (TriReagent) Invitrogen TR118

Reactivo comercial 
utilizado en la 
extracción de ácidos 
nucleicos.

TWEEN 20 VWR 9005-64-5
Surfactante 
(detergente) 
hidrofílico.

Vectashield Vector 
laboratories H-1200

Medio de montaje  
con DAPI para 
inmunofluorescencia.

Descripción 
(abreviatura) Casa Comercial Referencia Aplicación
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componentes, y de una centrifugación (1500 rpm, 20 minutos a 
temperatura ambiente) para separar la muestra en dos fases, una de 
ellas acuosa y otra orgánica. Al pH del TRIZOL, el ARN permanecerá en 
la fase acuosa, mientras que el ADN y las proteínas quedan en la 
interfase con la fase orgánica. El ARN será recuperado posteriormente 
de la fase acuosa por precipitación con isopropanol (se añade un 
volumen de isopropanol correspondiente a 0,7 veces el volumen de la 
muestra y se deja unos 10 min a temperatura ambiente; centrifugación 
a 1500 rpm, 20 min a 4ºC). Finalmente, para eliminar las posibles 
impurezas en forma de sales se lava el pellet de ARN con Etanol al 80% 
en agua DEPC (centrifugación a 1500 rpm, 10 min a 4ºC). Una vez seco, 
se resuspende el pellet en un volumen de agua DEPC adecuado en 
función del pellet obtenido.  
  
 La cuantificación de las muestras se lleva a cabo mediante la 
lectura de su absorbancia a 260nm en un espectrofotómetro 
(Nanovue, GE Healthcare). La pureza se mide mediante el cociente 
entre la absorbancia a 260nm y a 280nm, el cual hace referencia a la 
cantidad de proteína presente en la muestra. Un resultado de 2,0 
indica un ARN puro, sin contaminantes. Para evaluar la integridad del 
ARN, se realiza una electroforesis de cada muestra en un gel de 
agarosa al 1% en tampón tris-borato-EDTA (TBE). La electroforesis se 
lleva a cabo en una cubeta (Bio-Rad) a 150V durante 20 minutos. El 
ARN se almacena para su conservación a -80ºC. 

4.2. Obtención del ADN complementario. 

 Para la evaluación de la expresión del ARNm de diferentes 
genes se utilizó una técnica basada en la PCR, para lo que es necesario 
convertir el ARN total extraído a ADN, que recibe el nombre de ADN 
complementario (cDNA).  Para ello se realiza una retrotranscripción in 
vitro utilizando la transcriptasa inversa de MMTV (SuperScriptII) sobre 
el molde de nuestro ARN. Previo a esta reacción, el ARN total es 
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desnaturalizado a 65ºC y enfriamiento rápido, para deshacer las 
estructuras secundarias del mismo y así facilitar el acceso a la 
retrotranscriptasa. En la desnaturalización se incluyen 2μg de ARNm 
total en presencia de agua, hexámeros de oligonucleótidos como 
cebadores (Random Hexamers) y los desoxirribonucleótidos trifosfato 
(dNTPs). Tras el enfriamiento rápido en hielo, se añade una mezcla con 
el resto de componentes (tampón 5x, DTT, 0,25 U/μl de inhibidor de 
ARN y 5 U/μl de transcriptasa inversa). El emparejamiento de los 
hexanucleótidos al azar se consigue con una incubación a 25ºC 
durante 5 minutos, tras lo que se incuba a 42ºC durante 1 hora para 
que trabaje la retrotranscriptasa. La reacción se termina 
desnaturalizando la enzima a 95ºC durante 5 minutos. Para llevar a 
cabo las reacciones se emplea un termociclador (VWR). Las muestras 
se guardan para su conservación a -20ºC. 

4.3. Diseño de oligonucleótidos cebadores para PCR y qPCR. 

 Para el diseño de los oligonucleótidos cebadores se emplea el 
programa informático “Primer Blast”  (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Se 
consideran adecuadas las parejas de oligonucleótidos cuya longitud 
se encuentre en torno a 20 bases, su temperatura de melting (Tm) 
aproximadamente de 60ºC y que su composición no favorezca la 
aparición de estructuras secundarias. Además, se comprueba 
mediante un análisis nBlast (nucleotide Basic Local Aligment Search 
Tool) que el amplicón producto de los oligonucleótidos seleccionados 
corresponda únicamente al gen de interés y no amplifique otras 
secuencias en las células de estudio. Teniendo en cuenta estos 
parámetros, los cebadores u oligonucleótidos empleados se muestran 
en la siguiente tabla.  
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Tabla 3: Listado de las secuencias de los cebadores utilizados. 

Nombre del Gen OLIGONUCLEÓTIDO 
Sentido/Antisentido (5’-3’)

Tamaño del 
Amplicón (pb)

GAPDH 5'-GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCA-3 ‘ 
5’-CGGCCATCACGCCACAGTTTC- 3’ 416

B-ACTINA 5’-GCGGGAAATCGTGCGTGACATT-3’ 
5’- GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG-3’ 232

FANCA 5’-GAGCTCAAGGGTCAGGGCAA-3’  
5’-AGGTCCCGTCAGAAGAGATGA-3’ 224

FANCB 5’-CCGCTGCGTTGAGTTTCATAA-3’  
5’-TGGAAAACAAGGACTTCCCCAT-3’ 281

FANCF 5’-CCTGAAGGTGATAGCGGTGG-3’  
5’-GCGACAAAAGGCAGCAAAGA-3’ 156

FANCD2 5’-ACCGGGACTTGCAGGGTGAA-3’  
5’-AGGCAAAGTTCTGCTCCACCAACT-3’ 194

FANCI 5’-TGGAAGTTTGTGGCGGAGTT- 3’  
5’-AATCCCCCGATTCCACCAAC-3’ 278

TP53 5’-GTTCCGAGAGCTGAATGAGG-3’  
5’-TCTGAGTCAGGCCCTTCTGT-3’ 158

p21 5’-GAGGCACTCAGAGGAGGCGCCAT-3’  
5’- CACACGCTCCCAGGCGAAGTC-3’ 224

p27 5’-CAGCTTGCCCGAGTTCTACT-3’  
5’- AGAAGAATCGTCGGTTGCAGG-3’ 238

∆Np73 5’-CGCCTACCATGCTGTACGTC-3’  
5’- GTGCTGGACTGCTGGAAAGT-3’ 267

NUB1 5’-GGCAAAGAGAGCAGCAGAGA-3’  
5’- TTCCAGGCGGAAGTAACACC-3’ 298

NOXA 5´-AGCTGCGTTTCACCAGGG- 3´ 
5´-TCCAGCTACTTGCACTTGTTCCT- 3´ 101

PUMA 5´-AGATTTGTGGTCCTCAGCCCTCG- 3´ 
5´-CGCCGCTCGTACTGTGCGTT- 3´ 199

MDM2 5´-CGAGCTTGGCTGCTTCTGG- 3´ 
5´-ATTGCACATTTGCCTGCTCC- 3´ 305

117



	
 El análisis de los niveles de mensajero de los genes a estudio se 
realizó mediante una técnica basada en la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) de forma cuantitativa o semicuantitativa. La PCR es 
una reacción de replicación del ADN reiterada in vitro, que aprovecha 
la resistencia a altas temperaturas de la ADN polimerasa de 
determinados organismos termófilos. La reacción consta de tres etapas 
que se repiten un determinado número de veces o “ciclos”. Cada ciclo 
comienza con una etapa de desnaturalización del ADN molde a 95ºC 
durante 30 segundos, una etapa de emparejamiento de los cebadores 
específicos a 57ºC durante 30 segundos, y una etapa de elongación o 
síntesis del ADN a 72ºC durante un tiempo que depende del tamaño 
del amplicón (la polimerasa avanza a una velocidad de 
aproximadamente 1 Kilobase por minuto). De esta forma, el número de 
moléculas del amplicón crece de manera exponencial con cada ciclo, 
hasta que el sistema se satura. 

 Así, la PCR cuantitativa monitoriza la amplificación del ADN a lo 
largo de toda la reacción, para así poder comparar las cantidades de 
los amplicones en la fase exponencial de la reacción, justo cuando son 
proporcionales a las cantidades de los respectivos mensajeros de los 
que provienen en la muestra. Por su lado, la PCR semicuantitativa se 
basa en una estimación previa de dicha curva de amplificación para 
cada mensajero, de modo que las amplificaciones se realizan durante 
un número de ciclos determinado para cada gen, hasta que los 
amplicones estén acumulándose exponencialmente, momento en el 
que se analiza su cantidad mediante electroforesis. 

4.4. Detección de la expresión génica mediante PCR 
semicuantitativa. 

 Para evaluar los niveles de ARNm se emplea la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando como enzima la DNA-
polimerasa de Thermophilus Aquaticus (Taq). Se emplea el Kit Kappa 
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Taq ADN Polimerasa. Los análisis de PCR se llevan a cabo en las 
siguientes condiciones: para  los controles de carga, GAPDH y β-actina 
un programa de 25 ciclos de amplificación Para el resto de los genes 
analizados se emplea un programa de 32 ciclos de amplificación. En 
todos los casos, las bandas se visualizaron mediante electroforesis y 
tinción con bromuro de etidio. Los resultados muestran los niveles 
relativos del ARNm de interés y los niveles de ARNm de los controles 
internos GAPDH y β-actina empleados. 

4.5. Detección de la expresión génica mediante PCR 
cuantitativa (qPCR) a tiempo real. 

 La reacción de qPCR a tiempo real consiste en monitorizar el 
progreso de la reacción a medida que va ocurriendo. El fluoróforo 
SYBER Green se une específicamente a cadenas de doble hebra de 
ADN, permitiendo que el sistema de PCR a tiempo real detecte la 
cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR. La 
detección se realiza al mismo tiempo que la amplificación. En esta 
técnica, se marca el umbral de fluorescencia en el punto en que la 
reacción de amplificación se encuentra en fase exponencial. El ciclo en 
el cual la reacción de amplificación atraviesa este umbral de 
fluorescencia se denomina Ct y depende de la cantidad de ADN 
complementario presente en la muestra. 

 Para realizar la qPCR se añaden por cada muestra 1μl de 
dilución (1/10) de ADNc, 0,2μM de la mezcla de los oligonucleótidos 
específicos sentido y antisentido, 12,5μl de SYBR® Green PCR Reaction 
Mix y 9,5μl de agua destilada. Por cada pocillo de las placas de 96 
pocillos se cargan 25μl finales y todas las muestras se analizan por 
triplicado. La técnica se realiza en un termociclador modelo 7300 
RealTime PCR System (Applied Biosystems). Las condiciones de qPCR 
utilizadas fueron: i) un primer segmento de desnaturalización de un 
ciclo a 95ºC durante 10 minutos; ii) un segmento de emparejamiento y 
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elongación de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 57ºC y 72ºC 
durante un minuto, que se realizó durante 40 ciclos; iii) la curva de 
disociación, un solo ciclo de 95ºC durante 15 segundos, 30 segundos a 
60ºC y 15 segundos a 95ºC. Se toman medidas de fluorescencia al final 
de cada paso de emparejamiento del segundo segmento durante la 
amplificación y en el segmento final, para realizar la curva de 
disociación. 

 Cuando se representa la derivada de la fluorescencia frente a la 
temperatura, aparece un pico correspondiente a la temperatura de 
fusión del producto (Tm). El área del pico es proporcional a la cantidad 
de producto de amplificación obtenido. En las condiciones en las que 
amplifica mas de un producto, se detectan varios picos, cada uno con 
una Tm característica. 

 Los resultados se analizan utilizando como control interno 
GAPDH o β-actina. Se emplea un método de cuantificación relativa 
basado en la comparación de los valores Ct (ΔCt), en el que cada valor 
Ct  es el ciclo en el cual la producción de fluorescencia cruza el umbral 
establecido. Se supone una eficiencia óptima de reacción en las PCRs 
tanto del gen objeto de estudio como del gen de referencia (404). Este 
es el método 2 elevado a delta-delta Ct, que expresa la proporción 
obtenida de la relación entre los valores Ct de la muestra y los valores 
Ct del control, que se resume en la siguiente ecuación: 

ratio= 2 -[ΔCtmuestra- ΔCtcontrol] 

 Como controles negativos se cuantifican en la misma placa 
pocillos con agua destilada en lugar de ADNc para poder detectar 
cualquier amplificación por contaminación. 
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5. Análisis estadístico. 

 Los datos se analizan utilizando SPSS v15.0 (Inc., Chicago, 
Illinois, EE. UU.) Y la versión 1.37 de EZR para R commander. El análisis 
descriptivo se realiza con las frecuencias y la mediana y el rango 
intercuartil para los datos cualitativos y cuantitativos, respectivamente. 
Las comparaciones de dos y dos grupos de muestras más se realizaron 
utilizando la prueba de Student no pareada de dos caras y la prueba 
ANOVA, respectivamente. Las comparaciones de los datos cualitativos 
se realizaron con la prueba Chi2 y la prueba de Fisher. La probabilidad 
de progresión se calculó utilizando la incidencia acumulada de eventos 
en competencia. Los valores de p <0,05 se consideraron 
estadísticamente significativos. 

6. Análisis de secuenciación de ARN. 

 Se llevó a cabo un análisis de secuenciación de ARN (RNAseq), 
a partir de 20 millones de células mononucleares obtenidas de sangre 
periférica del paciente LLC362 (63600 leucocitos / μl y 91.9% de 
linfocitos). Para ello, las células se sometieron a electroporación con un 
vector de expresión para FANCA  o un vector vacío en las condiciones 
descritas anteriormente. Después de 36h en cultivo, se extrajo el ARN 
total utilizando el método de TRIZOL y se envió a la compañía BGI 
(Copenhague, Dinamarca) para la secuenciación completa del 
transcriptoma, utilizando la plataforma BGISEQ-500. El análisis 
bioestadístico ha sido proporcionado por la misma empresa. 
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7. Análisis de la actividad transcripcional mediante 

construcciones reporteras de luciferasa. 

 Para realizar este tipo de ensayos se han utilizado dos 
plásmidos, por un lado el vector pG13Luc p53-reporter, cedido por la 
Dra. Dolores Delgado (IBBTEC, Santander, España), y por otro lado el 
plásmido pGL P2p73, obtenido a partir de un fragmento genómico de 
PCR de 1001 pb (de -994 a +7, relativo al inicio de la traducción), 
perteneciente al segundo promotor de TP73, que se amplificó con 
cebadores específicos (sentido 5 -́ GAAAGCAGGCAGGTGGTTTGGG-3’ 
y antisentido 5 -́TGAATCCAACAACAAAACCCGC- 3’ ) y se clonó en el 
vector reporter de luciferasa pGL2basic (Promega). Las células 
HEK293T se cotransfectaron por triplicado por el método del fosfato 
cálcico, con 2 μg de las construcciones descritas, 1 μg de los vectores 
de expresión indicados en cada experimento y 0,2 μg de pCMV-
galactosidasa. Las actividades de luciferasa y β-galactosidasa se miden  
en un luminómetro (Luminoskan Ascent, Thermo Scientific), de 24 a 48 
h después de la transfección, incubando los extractos celulares con sus 
respectivos sustratos. Las actividades de luciferasa se normalizan frente 
a la β-galactosidasa para obtener una actividad de luciferasa relativa. 
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8. Análisis de Proteínas por Western Blotting. 

 Para la obtención de lisados celulares, una vez recogidas y 
lavadas las células, se lisan en el buffer de lisis (50mM Tris-Cl pH=7.4; 
150mM NaCl; 5mM MgCl2; 1mM EGTA; 10% Glicerol; 0,1% NP-40) al 
que se le añaden los inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 1M; 
Ortovanadato de sodio 1M; DTT 100mM; Aprotinina 5mg/ml; 
Leupeptina 5mg/ml; PMSF (fluoruro de fenilmetanosulfonilo) 100mM; 
β-glicerofosfato 1M). Los precipitados celulares se resuspenden , en un 
volumen de tampón entorno a 100μl-300μl en función del tamaño de 
los mismos y se dejan lisando en hielo durante aproximadamente 20 
minutos. A continuación se centrifugan (1500rpm durante 20min a 4ºC) 
y el sobrenadante, que contiene el extracto total de proteínas, se 
traspasa a un eppendorf limpio. Se puede almacenar a -80ºC hasta el 
momento de su uso. La cuantificación de la concentración de proteína 
se determina por BCA, siguiendo las instrucciones del fabricante, en 
placas multipocillo de 96 en el sistema lector de absorbancia Multiskan 
FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, Inc). Las muestras de 
proteína (cantidad variable entre 10µg-50μg) se calientan a 95ºC 
durante 5 minutos para su desnaturalización en tampón de carga con 
DTT. Se resuelven por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE) de un porcentaje de acrilamida adecuado para la 
correcta migración de la proteína a analizar (8%-15%). La electroforesis 
se realiza en las condiciones de 120V y 300mA, en una cubeta (BioRad) 
empleando un tampón de electroforesis TRIS-Glicina (2,5 mM Tris, 19,2 
mM glicina, 0,1% SDS). Seguidamente, las proteínas se transfieren a 
una membrana Amersham Hyband PVDF de 0,45μm de poro (GE 
Healthcare, Life Sciences) durante 50 minutos a 360mA en la misma 
cubeta y en frío. Como tampón de transferencia se emplea 2,5 mM Tris, 
19,2 mM glicina y 20% MeOH. Finalizada la transferencia, se hacen tres 
lavados de 5 minutos con agua destilada de la membrana en agitación 
y a temperatura ambiente. A continuación, se incuba la membrana 
durante 1 hora con solución de bloqueo (2mg/ml i-block y 0,1% 
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TWEEN20 (v/v) en PBS) en agitación y a temperatura ambiente para 
bloquear las proteínas que no interesan y seguidamente comienza la 
incubación con el anticuerpo primario. El anticuerpo primario va 
diluido en solución de bloqueo, y la incubación se lleva a cabo durante 
12-14 horas a 4ºC en agitación. Finalizada la incubación, se retira el 
anticuerpo primario y la membrana se lava tres veces con TBST (50mM 
Tris, 150mM NaCl y 0,1% Tween 20) durante 10 minutos cada lavado y 
comienza la incubación con el anticuerpo secundario durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios se utilizan diluidos 
1:10000 en solución de bloqueo.  
  
 El anticuerpo unido se detectó mediante un ensayo de 
quimioluminiscencia, utilizando como sustrato SuperSignal® West 
Dura, en un sistema fotográfico Image Quant LAS4000 (GE Healthcare, 
Little Chalfont Buckinghamshire, Reino Unido). Los anticuerpos 
empleados en los estudios se muestran a continuación, tablas 4 y 5. 

Nombre 
Anticuerpo Especie Casa 

comercial Referencia Anfitrión Grado de 
especificidad

Anti 
ALFA-Tubulina

Santa Cruz 
Biotechnology Sc-23948 Ratón Monoclonal

Anti ERK2 
(C-14)

Humano, 
Ratón, 
Rata

Santa Cruz 
Biotechnology Sc-154 Conejo Policlonal

Anti FANCA 
(ab506) Humano AbCam Ab5063-100 Conejo Policlonal

Anti FANCD2 Humano Santa Cruz 
Biotechnology Sc-20022 Ratón Monoclonal

Anti FLAG 
(FG4R) Humano Invitrogen Ma1-91878 Ratón Monoclonal

Anti GAPDH Humano Santa Cruz 
Biotechnology Sc-47724 Ratón Monoclonal

Anti HA-probe 
(12CA5) - Santa Cruz 

Biotechnology Sc-57592 Ratón Monoclonal

Nombre 
Anticuerpo Especie 
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Tabla 4: Listado de los anticuerpos primarios empleados. 

Tabla 5: Listado de los anticuerpos secundarios utilizados. 

Anti NEDD8 
(Y297)

Humano, 
Ratón, 
Rata

AbCam Ab81264 Conejo Monoclonal

Anti NUB1 
(F-10)

Humano, 
Ratón, 
Rata

Santa Cruz 
Biotechnology Sc-377003 Ratón Monoclonal

Anti p53 
(FL-393) Humano Santa Cruz 

Biotechnology Sc-6243 Conejo Policlonal

Anti PARP 
(H-250) Humano Santa Cruz 

Biotechnology Sc-7150 Conejo Policlonal

Anti 
Ubiquitina 
(FL-76)

- Santa Cruz 
Biotechnology Sc-9133 Conejo Policlonal

Casa 
comercial Referencia Anfitrión Grado de 

especificidad
Nombre 
Anticuerpo Especie 

Nombre 
Anticuerpo Especie Casa 

Comercial Referencia Anfitrión Grado de 
especificidad

Anti Rabbit 
IgG-HRP Conejo Santa Cruz 

Biotechnology Sc-2357 Ratón Monoclonal

Anti Goat IgG-
HRP Cabra Santa Cruz 

Biotechnology Sc-2768 Conejo Monoclonal

m-IgGκ BP-
HRP Ratón Santa Cruz 

Biotechnology Sc-516102 - Monoclonal

Anti Mouse 
IgG H&L 
(FITC)

Ratón AbCam Ab6785 Cabra Monoclonal
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 Las membranas se pueden volver a incubar con nuevos 
anticuerpos eliminando primero los anteriores. Para ello, finalizado el 
revelado hay que lavar bien la membrana con TBST y aclarar con agua 
destilada. A continuación, se incuba durante 60 minutos a temperatura 
ambiente en buffer de stripping (Glicina 200mM pH 2,8; EGTA 1mM; 
0,1% SDS). Transcurridos los 60 minutos, se lava la membrana con agua 
destilada y TBST. A partir de este momento se bloquea la membrana 
de nuevo y podría comenzar una nueva incubación con otro 
anticuerpo primario. 

9. Inmunofluorescencia de p53. 

 Las células HEK293T se cultivan en cubreobjetos hasta un 
60-70% de confluencia. Una vez transfectadas con los plásmidos de 
interés se fijan en p-formaldehído al 4% durante unos 15 minutos a 
temperatura ambiente en agitación. Posteriormente comienzan 3 
lavados con PBS1X de 5 minutos cada uno, para eliminar el 
formaldehído, ya que posee cierta fluorescencia. Terminados los 
lavados, se permeabilizan con Triton X-100 al 0,5% durante 10 minutos 
a temperatura ambiente. Finalizada la permeabilización, se lavan los 
cristales dos veces con PBS1X y un último lavado de 5 minutos con 
PBS-TWEEN20 0,05%. A continuación, se incuban durante la noche a 
4ºC con un anticuerpo anti-p53 (FL-393). Después de un lavado 
prolongado al día siguiente, la detección se llevó a cabo con un 
anticuerpo secundario conjugado con FITC. La incubación con el 
anticuerpo secundario se realiza durante 45 minutos a temperatura 
ambiente y preservando las muestras de la luz. Después de 3 lavados 
en PBS1X, los cubreobjetos se montan utilizando un medio de montaje 
VectaShield con DAPI. 
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10. Producción de virus e Infección lentiviral. 

 Para mejorar la eficiencia de transfección de FANCA en células 
B-LLC y en una línea celular linfoblastoide, las células fueron infectadas 
con partículas lentivirales empaquetadas en células HEK293T. Para la 
producción de las partículas virales, las células HEK293T (1x106) se 
cultivaron en medio DMEM completo hasta un 60%-70% de 
confluencia, aproximadamente, en frascos de cultivo celular de 25 cm2 
(T25), y se transfectaron por el método del fosfato cálcico con una 
mezcla de plásmidos diferentes: tres vectores que codifican para la 
envuelta proteica del virus y la transcriptasa reversa (pRSV-Rev, 
pMDLg/pRRE y pCMV-VSV-G) y un vector viral de  expresión para el 
gen deseado (FANCA (S11FAIEG), MDM2 (PLKO-CMV MDM2) o el 
correspondiente control (PLKO Cyan)). El plásmido de expresión para 
FANCA contiene el gen que codifica para la proteína GFP (Green 
Fluorescence Protein), mientras que el vector vacío utilizado contiene 
una modificación de dicho gen que varía su espectro de emisión 
fluorescente (Cyan). Tras la transfección, las células se incubaron 
durante 16 horas a 37ºC y 5% de CO2.. Al día siguiente, se recogieron 
los sobrenadantes con las partículas lentivirales y las células HEK293T 
se procesaron para evaluar la eficiencia de transfección mediante la 
expresión de GFP y Cyan por citometría, en la Unidad de Citometría 
del Servicio de Hematología del HUMV. La infección de las células B se 
llevó a cabo en tubos Falcon de 15ml (FALCON) a 37ºC y 5% de CO2 

durante 12-16 horas. Para ello, las células se cultivaron con los 
sobrenadantes correspondientes (500μl), filtrados previamente, en 
filtros de 32 μm de diámetro (Life Science), en un tubo por cada tipo 
de partícula viral. Pasado el tiempo de infección, el sobrenadante fue 
eliminado y las células se pusieron en cultivo con medio RPMI 
completo fresco, junto con un el reactivo CFSE para llevar a cabo el 
ensayo de proliferación celular en placas de 6 pocillos (Thermo 
Fischer). 
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11. Ensayos de proliferación celular. 

 La proliferación celular se midió utilizando el kit de proliferación 
de células CellTraceTM Far Red, para citometría de flujo. El método 
está optimizado para monitorizar la proliferación de linfocitos B. El 
reactivo se prepara según las instrucciones del fabricante. Se disuelve 
en DMSO a una concentración de stock de 1mM, mientras que la 
concentración de trabajo será de 1μM, suficiente para reconocer en 
torno a 5 generaciones. Se emplea una concentración celular de 106 
células /ml. Cuando las células se incuban con el reactivo CFSE (éster 
succinimidílico de diacetato de carboxifluoresceína) para llevar a cabo 
el ensayo, se dejan crecer en una atmósfera humidificada durante 72 
horas. En ese tiempo, el tinte se distribuye entre las dos células hijas en 
cada división y su fluorescencia se reduce a la mitad. La intensidad de 
fluorescencia de las diferentes generaciones de células se midió con 
un citómetro (NAVIOS 3-L, Beckman Coulter). 

12. Estudio del neddiloma. 

 El método descrito por Xu et al. (376) se ha convertido en 
referencia para el estudio de las alteraciones en las modificaciones 
postraduccionales. De hecho, las compañías de biotecnología como 
Cell Signaling Technology ofrecen en la actualidad un servicio basado 
en él, llamado UbiScan, para la elaboración de perfiles de 
modificaciones postraduccionales en diferentes tejidos. Nuestro 
laboratorio ha llevado a cabo un estudio global de modificaciones 
postraduccionales  en células B primarias obtenidas de pacientes con 
LLC, empleando esta plataforma (Ubiscan de Cell Signaling 
Technology). La técnica consiste en lo siguiente; Se obtuvo un extracto 
total de proteínas de dos pacientes de LLC seleccionados por sus 
características clínicas. Dicho extracto fue digerido con la 
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endopeptidasa tripsina, que corta las proteínas en el extremo C-
terminal de los residuos de lisina (K) o arginina (R). Dado que la 
ubiquitina, NEDD8 e ISG15 se unen a la lisina de las proteínas diana a 
través de una secuencia de dos glicinas seguidas de una arginina, la 
digestión con tripsina deja un remanente de Diglicina (GG) unido a la 
lisina diana. Esta diglicina es reconocida por el anticuerpo específico 
UbiScan, cuya patente posee Cell Signaling. Después del 
enriquecimiento por inmunoafinidad de los péptidos que contienen 
este remanente GG, se procedió a la identificación de los mismos por 
espectrometría de masas. 
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IV. RESULTADOS.



	



	

1. Función que desempeña el gen  FANCA en la LLC. 

1.1. Expresión de genes FANC en muestras de LLC. 

 Ya que las proteínas FANC se relacionan con la reparación del 
ADN y el control tanto del ciclo celular como de la apoptosis (316), se 
investigó su papel en la deficiencia de muerte celular programada que 
presentan las células B-LLC. Para ello, se llevó a cabo un estudio de la 
expresión de 5 genes FANC: FANCA, FANCB, FANCF, FANCI y 
FANCD2, en células B de sangre periférica obtenidas a partir de 
pacientes afectados de LLC. Como control se utilizaron dos fuentes 
diferentes de células B: células B periféricas CD19+ obtenidas de 
capas leucocíticas (buffy coats) de donantes sanos, y células B 
obtenidas de amígdalas resecadas. En la figura 16 se representa la 
expresión de los genes FANC en las muestras analizadas provenientes 
de las diferentes fuentes. De forma general, se pudo observar que la 
expresión de los diferentes genes en la LLC fue baja y bastante similar 
a la de sus homólogos de control de sangre periférica. Sin embargo, la 
expresión de FANCA y FANCI en las amígdalas fue mayor que en la 
sangre periférica, tanto en las muestras afectadas de LLC como en los 
controles (p <0.001). Estos datos sugieren que puede existir una 
asociación entre la expresión de estos dos genes y la interacción de las 
células B con el estroma de los órganos linfoides, un factor de 
supervivencia conocido para las células B-LLC (200).  

IV. RESULTADOS.
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Figura 16: Diferencias en la expresión 
de genes FANC, analizados por qPCR, 
entre pacientes con LLC y células B 
CD19+ de control, obtenidas a partir 
de amígdalas resecadas o sangre 
periférica de donantes sanos. Los 
diagramas de cajas representan la 
expresión de cada gen FANC en relación 
con la expresión del gen de control 
G A P D H . S e h a u t i l i z a d o u n e j e 
logarítmico para representar todos los 
genes FANC. El rango de bigotes 
representa el mínimo y el máximo. Las 
diferencias entre la expresión génica y las 
muestras se ha calculado utilizando la 
prueba de ANOVA *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001.
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1.2. Asociación estadística entre la sobreexpresión de FANCA y 
un peor pronóstico clínico en pacientes con LLC. 

 Entre las muestras analizadas, se observó un cierto número de 
pacientes de LLC con una elevada expresión de FANCA, más similar a 
la encontrada en linfocitos B obtenidos de amígdalas (figura 16), por 
lo que se quiso investigar si este hecho podría asociarse con 
manifestaciones clínicas específicas de esos pacientes. Para ello, se 
llevaron a cabo estudios citogenéticos, mostrados en la tabla 6, 
observándose que la sobreexpresión de FANCA  estaba relacionada 
estadísticamente con el sexo masculino (p = 0.028), y la deleción 
11q23 (p = 0.022).  

Tabla 6: Diferencias en las características clínicas y citogenéticas de los pacientes 
estudiados, en relación con su nivel de expresión de FANCA. Se considera un valor 
relativo de expresión de ARNm FANCA/GAPDH de 21,5, como el límite para definir la 
expresión de FANCA alta o baja. El análisis estadístico se ha llevado a cabo utilizando 
la prueba Chi2 y la prueba T de Student no pareada (para muestras independientes). 

FANCA bajo 
(N=79)

FANCA alto 
(N=22) P-valor

Género, Masculino, n(%) 44 (55.7%) 18 (81.8%) 0.028

Edad, años, media 65.7 64.8 0.786

Estadío de Rai, II-IV 4 (5.1%) 3 (13.6%) 0.236

Estadío de Binet, B or C 7 (8.9%) 5 (22.7%) 0.118

Análisis citogenético disponible 60 (75.9%) 17 (77.3%) 0.897

- FISH anormal 36 (60.0%) 9 (52.9%) 0.143

- Deleción 13q14  18 (30.0%) 4 (23.5%) 0.602

- Trisomía del 12 15 (25%) 2 (11.8%) 0.245

- Deleción 11q23 4 (6.7%) 5 (29.4%) 0.022

- Deleción 17p13 3 (5.0%) 1 (5.9%) 0.885 135



	
  También se llevó a cabo el análisis de la expresión de los 
diferentes genes FANC en las muestras LLC de pacientes en 
progresión, en comparación con aquellos que mostraban una 
patología estable. Lo que observamos fue una asociación 
estadísticamente significativa entre los niveles elevados de expresión 
de los genes FANCA y FANCF y la progresión de la enfermedad, como 
se observa en la figura 17. 
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 La probabilidad de progresión fue más corta en pacientes con 
elevados niveles de expresión de FANCA, concretamente de 82,7 
meses [Intervalo de confianza del 95%: 51.03-NA] , frente a 165,4 
meses [Intervalo de confianza del 95%: 118.2-NA]; (p = 0,012) (figura 
18A). Esta observación se confirmó en una cohorte independiente de 
pacientes con LLC, como se muestra en la figura 18B. Todos estos 
datos apoyan la sobreexpresión de FANCA como un marcador de mal 
pronóstico en la LLC. 

Figura 17: Análisis de la expresión de 
los genes FANCA, FANCF, FANCI, 
FANCD2 y FANCB mediante qPCR en 
muestras de LLC, de acuerdo con el 
nivel de progresión de la enfermedad. 
Los diagramas de caja representan la 
expresión de cada gen FANC en relación 
con la expresión del gen control GAPDH. 
Se ha utilizado un eje logarítmico para 
representar todos los genes FANC 
excepto FANCD2. El rango de bigotes 
representa el mínimo y el máximo. Las 
diferencias entre la expresión génica y la 
progresión de la enfermedad se han 
calculado utilizando la prueba T de 
Student no pareada. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001. 
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Figura 18: Probabilidad de progresión en función del nivel de expresión de 
FANCA en pacientes con LLC. (A) La progresión se ha definido como el intervalo 
entre el diagnóstico y el primer signo de enfermedad activa. La probabilidad de 
progresión se ha calculado utilizando la incidencia acumulada de la recurrencia de 
eventos competitivos y la prueba de rango logarítmico. Se considera un valor relativo 
de expresión de ARNm FANCA/GAPDH de 21,5, como el límite para definir la 
expresión de FANCA alta o baja. (B) Supervivencia libre de progresión en una segunda 
cohorte de pacientes con LLC. Un valor de expresión de ARNm de FANCA/GAPDH 
relativo de 40 se considera el límite entre los niveles de expresión  de FANCA altos y 
bajos. 

1.3. La sobreexpresión de FANCA en las células de la LLC altera 
la expresión de muchos genes de supervivencia celular. 

 Para investigar el mecanismo que subyace al peor pronóstico 
de los pacientes con elevada expresión de FANCA, se reforzó la 
expresión de este gen en células B obtenidas de pacientes con LLC. 
Para ello, se transfectaron estas células mediante electroporación con 
un vector de expresión para FANCA, y se analizaron los cambios en la 
expresión génica mediante secuenciación del ARN (RNAseq). Tras el 
análisis de los datos, se detectaron cambios significativos en la 
acumulación de 265 ARNm, de los cuales, 199 se encontraban 
regulados positivamente y 66 regulados negativamente (figura 19). 

0 50 100 150 200 250 300

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Months to progression

C
um

ul
at

ive
 in

ci
de

nc
e

23 9 2 1 1 1 1
78 50 27 10 4 3 0

0
1

Number at risk

Log Rank Test, p <0.0001
0 : 1
1 : 1

FANCA bajo

FANCA elevado

Meses hasta progresión

In
ci

de
nc

ia
 a

cu
m

ul
at

iv
a

A B

138



	

 

 El análisis bioestadístico de estos genes expresados 
diferencialmente, reveló que  muchos de los genes clasificados como 
reguladores negativos de la muerte celular estaban regulados 
positivamente cuando se sobrexpresaba FANCA (http: // amigo. 
geneontology.org/amigo/term/GO:0060548) (tabla 7). 

Figura 19: Alteración de la expresión 
génica inducida por FANCA. El heat-
map representa los genes expresados 
diferencialmente (DEG) en una muestra 
del paciente LLC362, tranfectada con un 
vector vacío (C), o con un vector de 
expresión para FANCA (FA).  El eje x 
representa estas 2 condiciones. El eje y 
representa los DEGs. La escala de colores 
representa el nivel de expresión del gen 
transformado log10 veces en cada 
condición. La barra de la izquierda indica 
la variación cuando se transfecta FANCA: 
el color azul representa un aumento, 
mientras que el color rojo indica una 
reducción en la expresión del ARNm del 
gen correspondiente.

Aumento 
Disminución

Aumento/
Disminución

Análisis Ontológico / ID Nombre Variación Inducción

Muerte Celular

2919 CXCL1 Aumento 2,5

2920 CXCL2 Aumento 1,6

54210 TREM1 Aumento 2,3

6364 CCL20 Aumento 1,3

2921 CXCL3 Aumento 1,8

3576 CXCL8 Aumento 1,3

22914 KLRK1 Aumento 1,8

5473 PPBP Aumento 1,1

Regulación negativa de la muerte celular

4318 MMP9 Aumento 2,9

139

http://geneontology.org/amigo/term/GO:0060548


	

Tabla 7: Genes expresados diferencialmente en células B-LLC que sobreexpresan 
FANCA, relacionados con la regulación negativa de la muerte celular. Análisis 
ontológico de los genes expresados diferencialmente inducidos por la sobreexpresión 
de FANCA. Se muestran dos categorías de la base de datos AmiGo 2 (http://
amigo.geneontology.org) relacionadas con la inhibición de la muerte celular y la 
variación de veces en la expresión del ARNm de los genes que se encuentran por 
debajo.  

64919 BCL11B Aumento 2,2

2207 FCER1G Aumento 1,5

2247 FGF2 Aumento 2,3

6347 CCL2 Aumento 3,2

5329 PLAUR Aumento 2,3

5166 PDK4 Aumento 1,7

1270 CNTF Aumento 5,9

1718 DHCR24 Aumento 4,8

8877 SPHK1 Aumento 1,1

6352 CCL5 Aumento 1,1

5055 SERPINB2 Aumento 1,6

8870 IER3 Aumento 1,2

3620 IDO1 Aumento 1,4

1440 CSF3 Aumento 1,3

3491 CYR61 Aumento 4,5

3569 IL6 Aumento 1,3

BGI_novel_G000202 NA Aumento 8,4

6653 SORL1 Aumento 1,1

2776 GNAQ Aumento 4,2

2821 GPI Disminución -1,1

1191 CLU Aumento 4,5

4233 MET Aumento 1,5

3875 KRT18 Aumento 1,4

101 ADAM8 Disminución -1,1
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1.4. La sobreexpresión de FANCA en células de LLC afecta la 
expresión de las dianas de p53, p21 y ΔNp73. 

 Está descrito que las células que carecen de una ruta FA-BRCA 
funcional (343) presentan una activación excesiva de p53, junto con 
una elevada apoptosis. Por esta razón, nos centramos en analizar la 
expresión de diferentes genes diana de p53 en células B-LLC que 
sobreexpresan FANCA. Para ello, comparamos los genes que se 
encontraron diferencialmente expresados en nuestro RNAseq, con la 
lista de 116 genes diana de p53 descritos como activados en al menos 
6 de los 16 conjuntos de datos, obtenidos de estudios de genes 
regulados por p53 (344). La figura 20 muestra cómo la sobreexpresión 
de FANCA afecta a la acumulación de los genes diana de p53 más 
expresados en las muestras de LLC analizadas.  

 

Figura 20: Variación en la expresión de genes diana de p53 inducida por FANCA. 
Análisis de la expresión de ARNm de los genes diana de p53 más expresados en LLC, 
inducida por FANCA. 
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 A partir de estos datos, para poder obtener una información 
más detallada del efecto que ejerce FANCA sobre la regulación 
transcripcional  por p53, se realizaron experimentos in vitro con  dianas  
bien conocidas de p53.  

 En nuestro análisis RNAseq encontramos que p21, una proteína 
que interactúa con CDK (CDKN1A) y diana de p53, mostraba una 
expresión reducida de ARNm, de unas 20,95 veces, tras la transfección 
con el vector de expresión para FANCA. Quisimos confirmar este 
resultado empleando otras muestras de células B-LLC primarias, y 
aunque con variaciones entre los pacientes analizados, pudimos 
observar una reducción en el nivel basal de expresión del ARNm de 
p21 en células B-LLC transfectadas con un plásmido de expresión para 
FANCA (figura 21). 

  

 Por otro lado, analizamos cómo afectaba la sobreexpresión de 
FANCA a la inducción de p21 con ésteres de forbol (como 12-o-
tetradecanoilforbol-13-acetato, TPA) o con el fármaco fludarabina en 
células B-LLC. Observamos que las células transfectadas con un vector 
de expresión de FANCA no acumulaban el  mensajero de p21 de igual 
manera que las transfectadas con un vector vacío,  lo que apoya la idea 
de que FANCA  bloquea la expresión de p21 (figuras 22A y 22B). El 
efecto que se observa sobre p21 es comparable al observado sobre   

Figura 21: La sobreexpresión de 
FANCA altera la expresión del 
A R N m d e p 2 1 . A n á l i s i s 
cuant i tat ivo por RT-PCR de 
muestras de ARN extraídas de dos 
p a c i e n t e s L L C d i f e r e n t e s , 
transfectadas con un plásmido de 
expresión para FANCA o un vector 
vacío como control.
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ΔNp73, otra diana conocida de p53 (figuras 22A y 22B).  Más aún, 
FANCA bloqueó la inducción de p21 mediada por la sobreexpresión 
de p53, hecho que confirma que FANCA interfiere con su función 
(figura 22C).  

 

 

Figura 22: La sobreexpresión de FANCA altera la expresión del ARNm de dianas 

de p53 como p21 y ΔNp73⍺. (A) Análisis de la acumulación de ARNm de p21 en 
relación con la expresión de ARNm de ß-actina, gen utilizado como control, en una 
muestra de LLC transfectada con vectores de expresión para FANCA o ΔNp73⍺, 
tratada con TPA 25nM cuando se indique. Se representa el valor medio ± la desviación 
estándar de tres determinaciones independientes. (B) Análisis por RT-PCR de la 
inducción del ARNm de p21 por fludarabina 5μM en una muestra de LLC transfectada 
con vectores de expresión para FANCA, ΔNp73⍺ o un vector vacío como control. (C) 
Efecto de la sobreexpresión de FANCA sobre la acumulación del ARNm de p21, 
activado por la quinasa c-jun N-terminal (JNK) o por p53, en una muestra de LLC. 
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 Por el contrario, cuando se  interfirió la expresión de FANCA 
con construcciones de tipo small hairpin-RNA (shRNA) de FANCA en 
células B-LLC (figuras 23B y 23C), se pudo observar un aumento en la 
expresión del ARNm de p21, como se observa en la figura 23A. 

 

 

Figura 23: El silenciamiento de la expresión de FANCA favorece la expresión del 
ARNm de p21. (A) Interferir la expresión de FANCA aumenta la acumulación de ARNm 
de p21. Se analiza la expresión de ARNm de p21 en tres muestras de LLC transfectadas 
con una construcción shARN para silenciar la expresión de FANCA o un plásmido de 
secuencia aleatoria como control. Las figuras B y C muestran la eficacia de los 
procedimientos empleados para silenciar FANCA. (B) Ensayo de viabilidad celular 
(XTT) en respuesta a concentraciones crecientes de cis-platino. Las células MCF7 
transfectadas con construcciones de shARN para FANCA o una secuencia aleatoria 
como control, se incubaron en presencia de las concentraciones indicadas de cis-
platino durante 70 horas en una placa de 96 pocillos. (C) Análisis por Western Blotting 
de los extractos de proteínas obtenidos a partir de células HEK293T transfectadas con 
un vector de expresión para FANCA y una construcción shARN FANCA o una secuencia 
aleatoria como control. Se muestra la expresión de ERK2 como control. 
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 De la misma manera, células HEK293T con una mutación 
inactivadora de FANCA (figuras 24B y 24C) generada mediante 
CRISPR/Cas9, también mostraron niveles elevados de p21 (figura 
24A). 

 

 

Figura 24: Una mutación dirigida por CRISPR/Cas9 sobre la proteína FANCA 
favorece la expresión del ARNm de p21. (A) Análisis de la expresión de p21 y 
ΔNp73 basal e inducida por cls-platino (CDDP) en células HEK293T que presentan una 
mutación dirigida por CRISPR/Cas9  de FANCA (KOFAA), en comparación con células 
HEK293T wt. Las imágenes B y C muestran la eficacia de los procedimientos 
empleados para interferir la función de FANCA. Las células HEK293T se han 
transfectado con una construcción de ARN guía de Cas9 junto con un plásmido 
donante que genera una inserción dirigida del ORF de la proteína fluorescente GFP en 
el tercer exón del gen FANCA. (B) Ensayo de viabilidad celular (XTT) en respuesta a 
concentraciones crecientes de cis-platino. Se incuban células HEK293T con la inserción 
del ORF de GFP en el gen FANCA y células sin transfectar en presencia de las 
concentraciones indicadas de cis-platino durante 70 horas en una placa de 96 pocillos. 
(C) Confirmación por citometría de flujo de la inserción del ORF de GFP en el gen 
FANCA de las células HEK293T mediante la técnica CRIPR/Cas9. Se han seleccionado 
las proteínas positivas a GFP antes de realizar los experimentos. 
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 Aunque ∆Np73 puede producirse por splicing alternativo, en 
general se produce por la transcripción a partir de un segundo 
promotor del gen TP73 alojado en su tercer intrón y que contiene 
elementos de respuesta a p53. Así, analizamos cómo afectaba la 
sobreexpresión de FANCA a la expresión del mensajero de ∆Np73. 
Como se muestra en la figura 27, las células transfectadas con FANCA 
mostraron también una reducción en el ARNm de ΔNp73, al igual que 
en el caso de p21, lo que apoya la idea de que FANCA interfiere con la 
actividad transcripcional de p53. 

1.5 FANCA activa la proliferación celular de los linfocitos B-LLC. 

 p21 interacciona con la proteína CDK, impidiendo así que el 
ciclo celular progrese (398) (284). A la vista de nuestros datos, un 
aumento de la expresión de FANCA levantaría el freno que supone 
p21 sobre la proliferación celular, lo que explicaría la asociación de la 
sobreexpresión de FANCA con progresión y peor pronóstico en la LLC. 
Decidimos estudiar el efecto que un aumento de la expresión de 
FANCA tiene sobre la proliferación de linfocitos B. Para ello, 
transdujimos un vector viral de expresión de FANCA en células B 
linfoblastoides y analizamos el número de generaciones que eran 
capaces de producir en un determinado período de tiempo, mediante 
la técnica de tinción fluorescente con CFSE. Como puede verse en la 
figura 25, la transducción de FANCA produjo un aumento de la 
proliferación, medida como un mayor número de células que 
alcanzaban generaciones más avanzadas. 
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Figura 25: La sobreexpresión de FANCA favorece la proliferación de las células B 
linfoblastoides. Análisis de la proliferación de una línea celular linfoblastoide con una 
mutación patológica de FANCA, infectada con un vector lentiviral vacío, o un vector de 
expresión para FANCA. Se ha medido la proliferación mediante el método CFSE. Se 
representa el porcentaje de células en cada generación tras un período de incubación 
de 72 horas. 

 Quisimos también estudiar el efecto de FANCA en la 
proliferación de células B-LLC primarias, para lo que las infectamos con 
un vector viral de expresión de FANCA. Teniendo en cuenta que las 
células B-LLC no proliferan en cultivo, fuera de los órganos linfoides 
(200), la transducción de FANCA produjo un aumento de la 
proliferación de linfocitos B-LLC cultivados ex-vivo. De igual manera, ya 
que el gen MDM2 es el principal regulador de la estabilidad de p53 y 
media su ubiquitinación y degradación en el proteosoma (311), 
decidimos infectar también estas células en combinación con los 
vectores FANCA y MDM2, observando un aumento de la proliferación 
celular aún más pronunciado, como se observa en los porcentajes de 
cuantificación de los picos de fluorescencia en las diferentes 
generaciones (figura 26).  
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Figura 26: Efecto de FANCA sobre la proliferación de células B-LLC. Las células B-
LLC se han infectado con un vector lentiviral de expresión de FANCA, un vector 
lentiviral de expresión de MDM2 o una combinación de ambos como se indica. Se ha 
medido la proliferación mediante el método CFSE (éster succinimidílico de diacetato 
de carboxifluoresceína). En la figura se muestra el porcentaje de células que se 
encuentran en cada generación cuantificando el pico de fluorescencia. 
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2. Relación entre la neddilación y FANCA. 

 La única función conocida de la proteína FANCA es la que 
deriva de su participación en un complejo E3 multiprotéico de 8 
proteínas (complejo FANCcore) que contiene la E3 RING ligasa FANCL 
y que, en colaboración con la E2 UBE2T, cataliza la conjugación con un 
único residuo de ubiquitina de dos proteínas, FANCD2 y FANCI (34) 
(35) (36). Esta monoubiquitinación permite a estas dos proteínas ser 
reclutadas a puntos del ADN donde se ha producido una rotura de 
doble hebra, de manera que participan en su reparación por 
recombinación homóloga (316). Sin embargo, Renaudin et al. 
aportaron datos recientemente de otra función de la proteína FANCA 
fuera del complejo FANCcore, en la neddilación de proteínas de 
membrana (339). Nos llamó la atención que muchas de las proteínas 
descritas en su rastreo eran factores pronóstico de la leucemia linfática 
crónica (CXCR5, ß2-microglobulina y CD44, entre otras). Así, nos 
propusimos valorar la neddilación como posible mecanismo por el 
que FANCA estuviese afectando la progresión de la LLC. 

2.1. FANCA coopera con la proteína NUB1 en la inhibición de 
p53. 

 Como se muestra en la página Entrez Gene del Centro Nacional 
de Información Biotecnológica (NCBI), se ha reportado que FANCA es 
capaz de interaccionar en ensayos de dobles híbridos con la proteína 
NUB1 (NEDD8 ultimate buster-1), que es capaz de mediar la 
degradación de NEDD8 y sus proteínas conjugadas. El hecho de que 
FANCA pueda interaccionar con NUB1 apoya nuestra hipótesis de que 
FANCA pudiese ejercer su efecto sobre la LLC a través de la 
modulación de procesos de modificación postraduccional. 
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 NUB1 reduce la actividad transcripcional de p53 inhibiendo su 
neddilación (345). p53 se regula vía neddilación y ubiquitinación 
mediada por MDM2 (65), por lo que nos planteamos si FANCA podría 
estar modulando la función de p53 a través de un mecanismo 
relacionado con su estado de neddilación. NUB1 tiene una variante de 
splicing, NUB1L, que contiene 14 aminoácidos extra que codifican un 
dominio de asociación a ubiquitina (UBA) adicional. Cuando 
transfectamos NUB1L en células B-LLC primarias, observamos una 
inhibición de la expresión de los  mensajeros de p21 y ΔNp73 (Figura 
27) y que la cotransfección de FANCA atenuaba aún más esa 
inhibición. 

 

 Analizamos entonces el efecto de FANCA y NUB1L sobre la 
activación del promotor de ∆Np73 (P2p73). Los ensayos de luciferasa 
realizados mostraron que tanto FANCA como NUB1L ejercían una 
acción represiva sobre la actividad basal de p2p73, y se observó una 
cooperación cuando se transfectaron juntos. El vector testigo P2p73, 
incluye 1kb de la secuencia promotora de ΔNp73, que contiene dos 
elementos de respuesta a p53, controlando la transcripción del gen 
luciferasa. Para demostrar la acción inhibitoria de FANCA y NUB1L  
sobre p53 y no sobre cualquier otro elemento del promotor, 
empleamos el plásmido pG13Luc, que contiene varios elementos de 

Figura 27: Las proteínas FANCA y 
NUB1L cooperan en la inhibición de 
la función del gen p53. Análisis por 
RT-PCR de la expresión del ARNm de 
p21 y ΔNp73 en una muestra de LLC 
t rans fec tada con vec tores de 
expresión para FANCA, NUB1L o 
ambos.
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respuesta a p53 en tándem. Mediante un ensayo de luciferasa se 
observó que la transfección de FANCA, NUB1L o ambos, en células 
HEK293T inhibían la actividad de la construcción y mostraron de nuevo 
algún tipo de cooperación (figuras 28A y 28B).   

 

Figura 28: Las proteínas FANCA y NUB1L cooperan en la inhibición de la función 
del gen p53. (A y B) Efecto de FANCA y NUB1L sobre la actividad de p53. Se 
transfectan células HEK293T con vectores de expresión para FANCA y / o NUB1L junto 
con P2p73 o pG13Luc. Se representan las actividades de luciferasa en relación con la 
actividad de la ß-galactosidasa transfectada como control interno (unidades de 
luciferasa relativas) ± SD de tres determinaciones independientes. 

 Dado que está descrito que NUB1 y su isoforma NUB1L 
disminuyen los niveles de NEDD8 libre no conjugado y de proteínas 
neddiladas (346), estudiamos la posibilidad de que la inhibición de la 
función de p53 mediada por FANCA y NUB1L fuese causada por una 
reducción en los niveles de proteína de p53. El análisis por Western 
Blotting reveló un efecto claro de la sobreexpresión de NUB1L sobre la 
estabilidad de la proteína p53 (figura 29A). El efecto es dependiente 
de dosis, como puede apreciarse en la (figura 29B). Para demostrar 
que p53 está neddilado en estas circunstancias, transfectamos NEDD8 
etiquetado con el epítopo HA junto con p53 e inmunoprecipitamos 
todas las proteínas conjugadas con HA-NEDD8 con un anticuerpo 
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específico. Las células fueron tratadas con bortezomib, un inhibidor del 
proteosoma, para evitar la acción de NUB1L sobre las proteínas 
neddiladas. Entre estas proteínas resueltas por Western Blotting 
pudimos detectar p53 (figura 29C). 
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 Por su parte, FANCA mostraba un efecto discreto sobre la 
estabilidad de p53 por sí sólo (figura 29A). Decidimos investigar si 
FANCA colaboraba con la ubiquitinación y degradación de p53 
mediada por MDM2, observando que la co-expresión de MDM2 y 
ubiquit ina en dosis crecientes de FANCA potenciaba la 
desestabilización de p53 inducida por FANCA, cuando se 
cotransfectaron en células HEK293T (figura 30A). La disminución de la 
estabilidad de la proteína p53 observada, se puede correlacionar con 
el aumento de la proliferación celular medido mediante la técnica de 
tinción fluorescente CFSE, que se mostraba en la figura 26. Para 
demostrar que MDM2 cataliza la ubiquitinación de p53, 
cotransfectamos FANCA con una ubiquitina etiquetada con el epítopo 
HA. La inmunoprecipitación con un anticuerpo anti-HA arrastró a p53, 
como puede verse en la figura 30B. Dicha cotransfección se 
acompañó de una disminución de los niveles de p53. 
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Figura 30: Las proteínas FANCA y MDM2 cooperan en la desestabilización de la 
proteína p53. (A) Análisis de cómo afectan diferentes concentraciones de FANCA 
sobre la estabilidad de p53 por Western Blotting. Se emplean células HEK293T 
transfectadas con plásmidos de expresión para FANCA, HA-UBB y MDM2 en las 
muestras indicadas. (B) Los extractos de las células transfectadas con p53, FANCA, 
MDM2 y HA-UBB se trataron con bortezomib para bloquear el proteosoma. Los 
extractos se inmunoprecipitaron con anti-HA y se analizan por Western Blotting. 

  Los datos presentados hasta ahora muestran por primera vez 
que tanto FANCA como NUB1 median la inestabilidad de p53.  Liu et 
al. habían descrito que NUB1 interfiere con la función de p53 al 
promover su exportación nuclear (345), por esta razón, estudiamos la 
localización subcelular de p53 en células que sobreexpresan FANCA. 
Para ello, transfectamos vectores de expresión para FANCA o NUB1L 
en células HEK293T y estudiamos la localización subcelular de p53 
mediante inmunofluorescencia. Como se muestra en la figura 31, p53 
muestra una expresión mayoritariamente nuclear cuando se 
sobreexpresa en células HEK293T. Sin embargo, la cotransfección de 
FANCA, NUB1L o ambos impulsó una reducción en la señal de p53 
detectada por inmunofluorescencia en el núcleo. p53 muestra una 
localización principalmente citoplasmática tras la transfección de las 
células con FANCA o NUB1L, lo que sugiere un papel de estas 
proteínas no sólo en la estabilidad de p53, sino también en su 
localización subcelular. 
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Figura 31: FANCA y NUB1L promueven la localización citoplasmática de p53. La 
localización subcelular de p53 se determinó por inmunofluorescencia en células 
HEK293T transfectadas con un vector de expresión para p53, junto con plásmidos para 
FANCA, NUB1L o ambos. La proteína p53 se ha detectado con un anticuerpo 
secundario de fluorescencia FITC (verde), mientras que el ADN se ha teñido con DAPI 
(azul) para la localización de los núcleos celulares. Cada imagen se muestra con dos 
aumentos para mayor claridad. 
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3. Estudio de la función de la neddilación en la 

Leucemia Linfática Crónica. 

 Nuestros estudios sobre el mecanismo por el que una 
sobreexpresión de FANCA se asocia con progresión y un peor 
pronóstico en la leucemia linfática crónica desveló la importancia que 
las modificaciones postraduccionales tienen en las manifestaciones 
clínicas de esta patología. Es por esto que decidimos elaborar un perfil 
de las modificaciones postraduccionales en pacientes LLC para 
obtener una visión global del alcance de estos procesos en la 
patogénesis de la enfermedad. Además, dado que existe una creciente 
evidencia de la importancia de la neddilación en muchos procesos 
neoplásicos, tanto de tumores sólidos como hematológicos (88) (347), 
decidimos estudiar cómo el inhibidor de NAE, MLN4924 pevonedistat, 
afecta al perfil de modificaciones postraduccionales, en un intento de 
identificar posibles neddilaciones con las técnicas disponibles 
actualmente. Aunque ya se han desarrollado métodos de predicción 
de proteínas neddiladas, el descubrimiento de la neddilación es 
bastante reciente y las dianas encontradas son limitadas, por lo que 
hay que seguir realizando estudios experimentales para encontrar 
sitios específicos de neddilación, y establecer los mecanismos para el 
reconocimiento de los mismos (348). 

3.1. Estudio del neddiloma. 

 Como hemos dicho, para estudiar si un cambio en el perfil de 
las modificaciones postraduccionales pudiese estar detrás de la 
etiología de la leucemia linfática crónica, llevamos a cabo un rastreo de 
las mismas en muestras primarias de células B de pacientes y lo 
comparamos con las de linfocitos B obtenidos de donantes sanos. Se 
empleó un método basado en el enriquecimiento por inmunoafinidad 
de péptidos que se encuentran modificados por ubiquitina, NEDD8 o 
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ISG15, empleando anticuerpos que se dirigen específicamente contra 
el resto K-GG que permanece en los residuos de lisina modificados 
después de la digestión tríptica de un extracto celular. 

 El resto de diGly (K-GG) que queda en los péptidos después de 
la digestión con tripsina es compartido por proteínas modificadas por 
diferentes UBL, como ubiquitina, NEDD8 e ISG15, por lo que el 
anticuerpo está identifi cando todas esas modifi caciones 
(ubiquitinación, neddilación e isgilación) simultáneamente. Además, la 
abundancia de ubiquitinaciones es mucho mayor que las 
neddilaciones (6%) e isgilaciones (2%) (57) (349).  

 Recientemente, Akimov et al. evitaron estos inconvenientes en 
el estudio del ubiquitinoma humano al desarrollar un nuevo anticuerpo 
monoclonal llamado UbiSite, dirigido contra un remanente más grande 
(ESTLHLVLRLRGG) que queda exclusivamente sobre los péptidos 
ubiquitinados después de la digestión con la endoproteinasa LysC, 
que corta la cadena peptídica en el extremo C-terminal de los residuos 
de lisina (K). El anticuerpo UbiSite permitió el análisis del ubiquitinoma 
humano completo en líneas celulares Jurkat y Hep2, prácticamente sin 
reactividad cruzada con otras modificaciones de UBL (350). 

 Así, para tratar de minimizar los inconvenientes que presentaba 
el empleo del anticuerpo UbiScan en el rastreo de neddilaciones, se 
decidió incluir en el estudio las muestras tratadas con el inhibidor de la 
neddilación (MLN4924, pevonedistat), lo que permitió identificar las 
modificaciones sensibles al mismo. Dado que algunos trabajos 
apuntaban a que la ubiquitinación o la neddilación de una lisina 
dependía del reconocimiento de secuencias peptídicas concretas 
alrededor de la misma (348), decidimos cruzar nuestros datos con los 
obtenidos por Akimov et al. en su estudio de proteínas ubiquitinadas 
en células Jurkat, para descartar del nuestro ubiquitinaciones. 
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 Para el rastreo se utilizaron células mononucleares aisladas de 
muestras de sangre de dos pacientes, cuyas características analíticas, 
clínicas y citogenéticas pueden consultarse en la tabla 8. Dichas 
células mononucleares fueron cultivadas durante 24h en presencia o 
ausencia de 0,25µM MLN4924. Como control se utilizaron células 
CD19+ aisladas imnunomagnéticamente de 8 buffy coats de donantes 
sanos desechados por el banco de sangre, previo consentimiento 
informado. Los resultados que se indican a continuación corresponden 
a observaciones hechas en ambos pacientes. 

Tabla 8: Tabla de las características clínicas, analíticas y citogenéticas de los dos 
pacientes LLC analizados en el rastreo. 

 El estudio identificó un total de 3384 péptidos modificados 
diferencialmente correspondientes a 1746 proteínas. De estos 
péptidos detectados que contienen el remanente de K-GG, 2142 (63%) 
corresponden a un aumento de ≥2,5 veces en las células B-LLC con 
respecto a los controles. Estos datos indican que la LLC presenta un 
nivel elevado de modificaciones postraduccionales con respecto a los 
linfocitos B sanos. El empleo del inhibidor MLN4924, permitió 

YLG 364 CFS 283

Edad diagnóstico 54 46

Leucocitos diagnóstico 14,9 195

Estadío Rai/Binet al diagnóstico 0A IIB

CD38 Negativo Negativo

ZAP70 Negativo Negativo

Citogenética 13q14 13q14

Estado de IGHV Mutado No Mutado

Tratamiento previo No Si - FCR

Progresion Si Si
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diferenciar las modificaciones sensibles a la neddilación. De entre  las 
2142 modificaciones significativas en los pacientes LLC, 353 se 
revirtieron notablemente (más de 2,5 veces) tras la incubación con el 
inhibidor. Comparando estos datos con los obtenidos por Akimov et al. 
(350), el 77% de estos sitios no fueron detectados por el anticuerpo 
UbiSite, empleado en sus estudios. 

 De forma general, el MLN4924 afectó de manera significativa 
(cambios ≥2,5 veces) la cantidad de remanente de K-GG en 1666 
sitios, distribuidos entre 399 proteínas que mostraban modificaciones 
reducidas y 609 proteínas cuyas modificaciones se encontraban 
aumentadas. También se observó que 37 proteínas mostraban 
modificaciones de ambos tipos. 

 

Modificación K-GG en LLC

Modificaciones inhibidas por 
MLN4924 ≥ 2.5 veces
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Figura 32: Diagramas de porcentajes. Las gráficas de sectores representan el nivel 
de modificaciones postraduccionales que presenta la LLC con respecto a los controles. 

 Como primera aproximación para determinar si este aumento 
en la modificación postraduccional estaba relacionado con la etiología 
de la LLC, llevamos a cabo una clasificación de las proteínas 
diferencialmente modificadas según las rutas celulares en las que 
participan. Los rastreos genómicos y los numerosos trabajos que se 
han realizado en LLC hasta el momento, han determinado que las 
características celulares de la LLC derivan de alteraciones en 8 rutas 
principales, como son la del receptor de célula B, la regulación del 
ciclo celular, la apoptosis, la respuesta al daño en el ADN, la 
remodelación de la cromatina, la vía de supervivencia NF-κB, la ruta 
NOTCH y el metabolismo del ARN (225). Así, prestamos atención a las 
modificaciones que afectan a alguna de estas rutas (figura 11, página 
75). 

Proteínas con modificaciones afectadas por 
MLN4924 > 2.5 veces respecto al control

ACTIVADAS POR MLN4924 
609 proteínas

INHIBIDAS POR MLN4924 
399 proteínas

37
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3.2. Proteínas modificadas por neddilación. 

 Los principales objetivos de neddilación son las cullinas, una 
importante familia de proteínas que funcionan como andamios del 
grupo de ligasas denominadas Cullin-RING (CRL). El estudio ha 
identificado las cullinas CUL-1, CUL-3 y CUL-5 con una modificación 
incrementada en las muestras de LLC con respecto a los controles, y 
esas modificaciones mostraron una reducción después del tratamiento 
con MLN4924, como se muestra en la tabla 9. 

Tabla 9: Tabla de las proteínas Cullinas que se encuentran modificadas en nuestro  
rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes cullinas que presentan unos 
valores de modifi cación signifi cativos (cambios ≥2,5 veces). Primeramente la 
comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de 
modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos columnas muestran las 
lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se encuentran. 

 De forma similar, también se ha encontrado que varios 
miembros de la cascada de neddilación se encuentran alterados y son 
sensibles a la acción de MLN4924, como es el caso de las proteínas 
NAE, UBE2M, DCUN1D entre otras (tabla 10). 

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 
LLC vs 

Control
Sitio Péptido

CUL1 4,0 -2,0 410 FINNNAVTK*MAQSSSK

CUL3 3,4 -16,5 292 NGK*TEDLGCMYK

CUL5 8,2 -4,8 724 TQEAIIQIMK*M#R
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Tabla 10: Tabla de enzimas pertenecientes a la cascada de neddilación que se 
encuentran modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las 
diferentes proteínas que presentan unos valores de modificación significativos 
(cambios ≥2,5 veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los 
controles sanos, y por otro lado los valores de modificación tras el tratamiento con 
MLN4924. Las últimas dos columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los 
péptidos en los que se encuentran. 

 Curiosamente, el péptido NEDD8 alberga modificaciones en 
varios de sus residuos de lisina, y todos ellos muestran una reducción 
tras el tratamiento con MLN4924 (tabla 11). 

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

NAE1 -2,0 -27,3 338 GTIPDMIADSGK*YIK

NAE1 -2,8 -18,9 12 LLKEQK*YDR

UBA3 6,5 1,9 409 SPAITATLEGK*NR

UBE2M 2,0 -2,4 92 VGQGYPHDPPK*VK

UBE2M 2,6 -1,7 72 LVICPDEGFYK*SGK

DCUN1D1 -0,4 -5,2 143 AQIPK*MEQELKEPGR

DCUN1D1 -1,9 -3,3 63 K*KLEQLYNR

DDB1 14,0 2,1 1121 MQEVVANLQYDDGSGMK*R

COPS7B 14,9 0,3 221 TLK*ATASSSAQEMEQQLAER

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

NEDD8 1,8 -12,5 54 QMNDEK*TAADYK

NEDD8 2,0 -8,2 6 VK*TLTGKEIEIDIEPTDKVER

NEDD8 2,5 -4,2 22 TLTGKEIEIDIEPTDK*VER

NEDD8 1,7 -4,0 48 LIYSGK*QMNDEK

NEDD8 -1,5 -5,4 11 VK*TLTGK
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Tabla 11: Tabla de los diferentes residuos del péptido NEDD8 que se encuentran 
modificados en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos que presentan 
unos valores de modificación significativos (cambios ≥2,5 veces). Primeramente la 
comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de 
modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos columnas muestran las 
lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se encuentran. 

3.2.1. Proteínas implicadas en la remodelación de la cromatina y  
el citoesqueleto. 
   
 Una de las alteraciones más conocida de las células B-LLC y que 
se emplea en el diagnóstico de la enfermedad es la condensación de 
su cromatina. Por esta razón, fue interesante observar que el mayor 
grupo de proteínas con restos K-GG sensibles al MLN4924 que se 
pudo identificar en el estudio fueron las histonas y otras proteínas 
asociadas a la cromatina (tabla 12). 

Nombre 
Proteína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

H1B 911,8 516,9 49 ATGPPVSELITK*AVAAS
K

H1B 8,6 1,1 194 SPAKPK*AVKPK

H1B 11,7 5,6 37 K*ATGPPVSELITK

H1B 3,4 -0,5 17 SETAPAETATPAPVEK*S
PAK

H1C -90,8 -398,1 17 AAPPAEK*APVK

H1C 58,7 28,8 160 K*PAAATVTK

H1C 21,9 8,2 21 PAAPAAAPPAEKAPVK*
K

H1C 17,5 9,3 159 KAK*KPAAATV

H1C 12,2 6,3 201 AAKPK*VVKPK
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H1C;H1D; 
H1E 724,4 415,1

§46; 
§47; 
§46

KASGPPVSELITK*AVAA
SK

H1C;H1D; 
H1E 17,6 14,8

§63; 
§64; 
§63

SGVSLAALK*K

H1C;H1F1; 
H1D;H1E; 
H1B

60,4 32,4

§90; 
§93; 
§91; 
§90; 
§93

SLVSK*GTLVQTK

H1C;H1F1; 
H1D;H1E; 
H1B

-6,4 -10,3

§63;66;
§64; 
§63; 
§66

SLAALK*K

H1C;H1F1; 
H1D;H1E; 
H1B

8,5 5,8

§97; 
§100; 
§98; 
§97; 
§100

GTLVQTK*GTGASGSFK

H1D;H1E 7,3 4,2 §35; 
§34 RK*ASGPPVSELI

H1E 10,8 3,0 §17 SETAPAAPAAPAPAEK*T
PVK

H1X 3,8 0,3 19 TTAEGMAK*K

H1X 1,9 -0,8 §23 KVTK*AGGSAALSPSK

H2AE 13,4 9,5 §119 VTIAQGGVLPNIQAVLLP
K*KTESHHKT

H2AE; 
HIST1H2AD; 
HIST1H2AH; 
H2A.1; 
H2AO; 
HIST2H2AC; 
H2AFJ; 
H2AFJ iso 2

1,8 -1,5

§100; 
§100; 
§100; 
100; 
§100; 
§100; 
§100; 
§100

LLGK*VTIAQGGVLPNIQ
AV

Nombre 
Proteína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido
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H2AFY; 
H2AFY iso 2; 
H2AFY iso 3

569,1 537,5
§123; 
§123; 
§123

GK*LEAIITPPPAK

H2AFY; 
H2AFY iso 2; 
H2AFY iso 3

65,0 36,1
§167; 
§167; 
§166

QGEVSK*AASADSTTEG
TPADGFTVLSTK

H2AFY; 
H2AFY iso 2; 
H2AFY iso 3

1,0 -3,7
332; 
329; 
331

QTAAQLILK*AI

H2AFY; 
H2AFY iso 2; 
H2AFY iso 3

11,3 6,9
§323; 
320; 
322

NGFPK*QTAAQLILK

H2AFY; 
H2AFY iso 2; 
H2AFY iso 3

-12,7 -16,1
§117; 
§117; 
§117

ASGGVLPNIHPELLAKK*

H2AFY; 
H2AFY iso 2; 
H2AFY iso 3

2,9 -0,2
§295; 
§292; 
294

TVK*NCLALADDKK

H2AFY; 
H2AFY iso 2; 
H2AFY iso 3

10,2 7,6
§189; 
§189; 
§188

AASADSTTEGTPADGFT
VLSTK*SLFLGQK

H2B;H2B1C; 
H2B1D; 
H2B1H; 
H2B1L; 
H2B1M; 
H2B1N; 
H2BFH; 
H2B2E; 
H2B2F; 
HIST3H2BB; 
H2B2F iso2; 
H2B1A

9,8 4,0

117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
117; 
§118

HAVSEGTK*AVTKYTSSK

Nombre 
Proteína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido
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H2B;H2B1C; 
H2B1D; 
H2B1H; 
HIST1H2BJ; 
H2B1K; 
H2B1L; 
H2B1M; 
H2B1N; 
H2BFH; 
H2B2E; 
H2B2F; 
HIST3H2BB; 
H2B2F iso2; 
H2BFS; 
H2B1A

4,6 1,6

117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
§117; 
117; 
§117; 
§118

HAVSEGTK*AVTK

H2B;H2B1N 15,4 7,7 §6;§6 PEPSK*SAPAPK

H2B1D 16,0 7,3 §6 PEPTK*SAPAPK

H2B1D; 
H2B1C; 
H2B1H; 
HIST1H2BJ; 
H2B1K; 
H2B1L; 
H2B1N; 
H2BFH; 
HIST2H2BC; 
HIST2H2BD; 
H2B2E; 
HIST3H2BB; 
H2BFS

12,1 4,8

§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21; 
§21

KAVTK*AQK

H2B1L 11,4 5,9 §6 PELAK*SAPAPK

H2B1M 45,0 23,2 §6 PEPVK*SAPVPK

H2B2F; 
H2B1H; 
H2BFH; 
H2B2F iso2

5,5 2,9

§6; 
§6; 
§6; 
6

PDPAK*SAPAPK

H2B2F; 
H2B2F iso2 11,3 8,3 §21;21 AVTK*VQK

Nombre 
Proteína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido
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H3; 
HIST2H3A/C/D; 
H3F3A; 
H3F3C

20,4 11,4

19, 24; 
§19, 
§24; 

19, 24; 
§19, 
§24

K*QLATK*AAR

H3; 
HIST2H3A/C/D; 
H3F3A; 
H3F3C

13,1 4,2

24; 
§24; 
24; 
§24

KQLATK*AAR

H3F3A 4,0 -0,6 §37 PSTGGVK*KPHR

H3F3A 3,5 -0,2 §28 K*SAPSTGGVK

HIST1H2AE; 
H2AL; 
HIST1H2AD; 
HIST1H2AH; 
H2AE;H2A.1; 
H2AO; 
HIST2H2AB; 
HIST2H2AC; 
HIST3H2A; 
H2AFJ;H2AX; 
H2A.4

292,8 142,6

§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119,  
120

QGGVLPNIQAVLLPK*K*

Nombre 
Proteína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido
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HIST1H2AE; 
H2AL; 
HIST1H2AD; 
HIST1H2AH; 
H2AE;H2A.1; 
H2AO; 
HIST2H2AC; 
HIST3H2A

20,0 14,2

§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120; 
§119, 
§120

VTIAQGGVLPNIQAVLLP
K*K*TESH

HIST3H3;H3; 
HIST2H3A/C/D 1,2 -4,4

§37; 
§37; 
§37

SAPATGGVK*KPHR

HIST3H3;H3; 
HIST2H3A/C/D 4,5 -1,0

§28; 
§28; 
§28

K*SAPATGGVK

HIST3H3;H3; 
HIST2H3A/C/D; 
H3F3A

9,4 0,5

§37; 
§37; 
§37; 
§37

TGGVK*KPHR

HMGN2 12,3 6,0 §31 LSAK*PAPPKPEPKPK

HMGN2 9,4 4,0 §36 LSAKPAPPK*PEPKPK

HMGN2 9,4 4,0 §40 LSAKPAPPKPEPK*PK

HMGN2; 
HMGN3; 
HMGN3 iso2

8,8 4,5 §31; 
§33;33 LSAK*PAPPKPEPK

HMGN2; 
HMGN4 29,8 6,9 16;16 AK*VKDEPQR

HMGN4 21,1 14,9 §31 LSAK*PAPPKPEPR

NUCKS; 
NUCKS iso 2 17,3 14,3 §175; 

135 LK*ATVTPSPVK

Nombre 
Proteína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido
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Tabla 12: Tabla de histonas que se encuentran modificadas en nuestro rastreo. En 
la tabla se muestran los datos de las diferentes proteínas que presentan unos valores 
de modificación significativos (cambios ≥2,5 veces). Primeramente la comparativa 
entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de 
modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos columnas muestran las 
lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se encuentran. 

 Por otro lado, la fragilidad es otra característica importante de 
los linfocitos B-LLC, responsable de la aparición de las sombras de 
Gumprecht.  El porcentaje de sombras se correlaciona inversamente 
con el nivel de vimentina y con un peor pronóstico (351) (352). La 
vimentina es una de las proteínas que forman los filamentos 
intermedios del citoesqueleto (353), y en nuestro estudio fue una de 
las proteínas que se identificaron como supuestamente modificadas 
por neddilación, dado que su modificación se reducía tras el 
tratamiento con el inhibidor. De igual manera se identificaron 
modificaciones en otras proteínas como lamina, vinculina, actina, 
tubulina entre otras (tabla 13). 

ZNF638; 
ZNF638 iso3; 
ZNF638 iso3; 
ZNF638 iso3

13,9 11,4
§951; 
951; 

951;48
K*AAESMVK

Nombre 
Proteína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

169



	
Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

ACTA2; 
ACTB; 
ACTC1; 
ACTG1; 
ACTG2; 
ACTA1

4,9 0,5

§52, 
§63; 
§50, 
§61; 
§52, 
§63; 
§50, 
§61; 
§51, 
§62; 
§52, 
§63

HQGVMVGMGQK*DSYVGD
EAQSK*R

CAP1 -12,3 -15,2 126 GSK*LFNHLSAVSESI

Cofilin-1; 
Cofilin-2 -31,1 -34,3 §112; 

§112 FWAPESAPLK*SK

EPB41 7,4 2,4 §366 ELEEK*VMELHK

EPB41 2,7 -0,4 361 LAPNQTK*ELEEK

Ezrin 22,7 9,3 §357 LQDYEEK*TK

Ezrin 9,5 4,2 523 RITEAEK*NER

Ezrin 6,5 2,9 §450 AK*EAQDDLVK

Ezrin; 
Moesin 7,9 4,1 §35; 

§35 QLFDQVVK*TIGLR

Ezrin; 
Moesin; 
Radixin

28,3 13,3
§306; 
§306; 
§306

RKPDTIEVQQMK*AQAR

Ezrin; 
Moesin; 
Radixin

73,8 61,3
§263; 
§263; 
§263

K*APDFVFYAPR

Ezrin; 
Moesin; 
Radixin

8,6 4,8
§262; 
§262; 
§262;

FVIKPIDK*K

Ezrin; 
Radixin 13,0 9,0 §3; §3 PK*PINVR

Lamin B1 -6,5 -30,0 417 K*RVDVEESEASSSV

Lamin B1 1,7 -4,7 §111 CK*AEHDQLLLNYAK
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Tabla 13: Tabla de proteínas del citoesqueleto que se encuentran modificadas en 
nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes proteínas que 
presentan unos valores de modifi cación signifi cativos (cambios ≥2,5 veces). 
Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro 
lado los valores de modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos 
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se 
encuentran 

 Para observar el posible efecto que pudiera tener el MLN4924 
sobre el aspecto de la cromatina y de las sombras de Gumprecht, 
incubamos sangre periférica de muestras de 3 pacientes LLC con el 
inhibidor de la neddilación durante 4h. El análisis de los frotis 
realizados nos ha mostrado un aumento en el número de sombras de 
Gumprecht en las muestras tratadas con el inhibidor de la neddilación 
durante 4h de dos de los pacientes analizados, en comparación con las 
muestras basales, como se puede observar en la figura 33. De todas 
maneras, dado el número tan pequeño de pacientes estudiados hasta 

Lamin B1 1,6 -3,8 §109 AKLQIELGK*CK

Lamin B2 0,0 -4,8 §186 AQLAK*AEDGHAVAK

Lamin B2 5,9 1,3 123 LQIEIGK*LR

Lamin B2 2,9 -0,3 196 K*QLEKETLMR

Lamin B2 6,8 4,1 §520 FTPK*YILR

Lamin B2 6,1 3,5 §290 LDSAK*LSSDQNDK

profilin 1 194,6 154,0 §108 TDK*TLVLLMGK

STMN1 30,2 16,9 §128 DK*HIEEVR

TUBB1 -35,3 -55,9 §324 MSTK*EVDQQLLSVQTR

Vimentin 2,1 -3,0 §168 RQVDQLTNDK*AR

Vinculin 7,8 4,4 §219 NSK*NQGIEEALK

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido
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el momento, se trata de datos muy preliminares que se están 
ampliando en el laboratorio. 

  

Figura 33: El tratamiento con MLN4924 parece afectar al porcentaje de sombras 
de Gumprecht en pacientes LLC. Las imágenes pertenecen a las muestras analizadas 
de 1 paciente LLC. Se observa un aumento del número de sombras de Gumprecht tras 
el tratamiento con MLN4924 durante 4h. Son observaciones preliminares.  

3.2.2. Proteínas implicadas en el metabolismo del ARN (RNA 
splicing). 

 Se encontraron varias proteínas pertenecientes al splicing del  
ARN modificadas en las muestra de LLC con respecto a los controles, y 
dichas modificaciones se reducían tras el tratamiento con MLN4924. La 
proteína SF3B1, un componente principal del spliceosoma, se ha 
descrito como mutada en aproximadamente el 15% de los pacientes 
LLC analizados en estudios de secuenciación masiva (125). Estos 
estudios indican que la función de empalme en el metabolismo del 
ARN se encontraría alterada en la LLC. Entre las proteínas encontradas 
en nuestro rastreo, no se encontraron modificaciones en SF3B1, pero sí 
en otros factores de empalme como SF3A1 y SF1 entre otros (tabla 
14). 

Basal Control 4 horas MLN4924 4 horas
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Tabla 14: Tabla de proteínas implicadas en el splicing del ARN que se encuentran 
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes 
proteínas que presentan unos valores de modificación significativos (cambios ≥2,5 
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por 
otro lado los valores de modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos 
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se 
encuentran  

3.2.3. Rutas activadas por el Receptor de célula B. 

 En esta patología parece haber una actividad alterada de BCR 
(110), cuyas señales son transducidas al núcleo por cascadas de 
fosforilación que incrementan la supervivencia de las células malignas. 
Por esta razón, el BCR es una de las principales dianas terapéuticas y 
hoy en día, muchos medicamentos van dirigidos a alterar estas señales, 
como son los inhibidores de las quinasas BTK y PI3k, Ibrutinib (255) e 
Idelalisib (256) respectivamente.  

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

SF3A1 8,6 1,1 102 HKVSEFK*EGK

SF3A1 16,8 10,4 §419 ASKPLPPAPAPDEYLVSPITGE
K*IPASK

SFRS3 12,3 7,2 §23 VYVGNLGNNGNK*TELER

SFRS3 27,8 14,4 §85 VRVELSNGEK*R

SFRS7 16,3 7,8 §24 VYVGNLGTGAGK*GELER

SFRS7 13,0 5,7 §70 GLDGK*VICGSR

SFRS15 11,7 1,5 1078 GK*EKPEVTDR

SF1 1,9 -1,9 227 NILK*QGIETPEDQNDLRK

SF2 4,9 2,1 174 K*LDNTK*FR
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 En el estudio se han encontrado varias lisinas pertenecientes a 
la Bruton Tirosin quinasa (BTK) modificadas positivamente en las 
muestras de LLC (tabla 15). Lo que es más interesante es que otras 
dos quinasas reclutadas por el receptor de células B y que participan 
en la activación de BTK (SYK y LYN), aparecen también en el rastreo 
(tabla 16). Llama la atención la gran cantidad de lisinas de estas tres 
proteínas que aparecen aberrantemente modificadas en la LLC, así 
como que la mayoría de ellas incrementen su modificación tras el 
tratamiento con MLN4924, lo que parece indicar una regulación 
conjunta por mecanismos postraduccionales. El hecho de que estas 
modificaciones se incrementen en respuesta al inhibidor de NAE 
parece descartar que sean neddilaciones.  

Tabla 15: Tabla de sitios específicos de la quinasa BTK que se encuentran 
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes 
proteínas que presentan unos valores de modificación significativos (cambios ≥2,5 
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por 
otro lado los valores de modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos 
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se 
encuentran. 

Nombre Proteína Sitio Modificación en LLC Modificación tras 
MLN4924

BTK §322 6,3 14,4

BTK §406 12,0 30,2

BTK §536 25,3 51,4

BTK §558 10,4 34,1

BTK 296 5,5 10,2

BTK 374 13,1 28,6

BTK 417 19,9 47,8

BTK 430 6,0 16,8
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Nombre Proteína Sitio Modificación en LLC Modificación tras 

MLN4924

LYN §9 27,3 19,8

LYN 109 4,7 3,3

LYN 213 2,8 2,3

LYN 271 2,5 9,4

LYN 275 11,2 32,5

LYN 278 15,5 32,1

LYN 301 7,3 13,6

LYN 332 2,3 4,6

LYN 338 19,9 28,8

LYN 361 11,5 15,8

LYN 382 43,2 149,9

LYN 7 3,2 2,2

LYN §20 17,2 11,6

SYK 294 14,2 24,8

SYK §105 24,9 42,2

SYK §116 37,4 73,6

SYK §402 54,8 99,5

SYK §509 152,1 328,8

SYK §517 16,0 30,9

SYK §587 7,6 14,4

SYK §60 14,2 33,0

SYK 124 1,1 4,1

SYK 133 32,5 80,4

SYK 151 2,2 7,1

SYK 187 21,1 38,7

SYK 191 -1,7 -0,1

SYK 225 20,9 34,4
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Tabla 16: Tabla de sitios específicos de las quinasas LYN y SYK que se encuentran 
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes 
proteínas que presentan unos valores de modificación significativos (cambios ≥2,5 
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por 
otro lado los valores de modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos 
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se 
encuentran. 

3.2.4. Proteínas de la ruta NF-κB. 

 El factor de transcripción NF-κB está asociado con la activación 
de genes anti-apoptóticos y su vía de activación se ha descrito como 
constitutivamente activada en la LLC (269). Para estudiar el efecto que 
la neddilación tiene sobre la actividad de la ruta NF-κB, llevamos  a 
cabo un análisis del transcriptoma de células B primarias obtenidas de 
un paciente con LLC, cuyas células se trataron o no con MLN4924 a 
una concentración de 0,25µM (figura 35). En la figura 34 se puede 
apreciar el grado en que el MLN4924 altera la expresión de genes 
diana conocidos de NF-κB, observándose principalmente una 
regulación negativa. Además, está descrito el papel de la neddilación 

SYK 261 3,0 6,8

SYK 368 77,8 93,5

SYK 375 3,2 6,3

SYK 386 14,1 29,8

SYK 387 12,4 17,7

SYK 397 20,9 39,7

SYK 469 13,9 29,0

SYK 527 3,2 9,3

SYK 533 -0,9 2,2

SYK 548 0,3 5,7

SYK 577 0,3 2,9
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en la activación de NF-κB, ya que el tratamiento de las células B-LLC 
con MLN4924 da lugar a la acumulación de la forma fosforilada de IκB, 
inhibidor de NF-κB (91). Sin embargo, nuestros datos indican que la 
estabilización de IκB es mucho menor que la que se logra con 
bortezomib, un inhibidor conocido del proteosoma. 

 

Figura 34: El MLN4924 altera la expresión de varios genes diana de la ruta NF-κB. 
La gráfica representa la variación en la expresión de genes diana conocidos de la ruta 
NF-κB en nuestro análisis de RNAseq de muestras LLC, sin tratamiento y tratadas con el 
inhibidor de la neddilación. 
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Figura 35: Alteración de la expresión génica inducida por MLN4924. El heat-map 
representa los genes diana de la ruta NF-κB expresados diferencialmente en una 
muestra del paciente LLC362, sin tratamiento y tratada con el inhibidor de la 
neddilación. 

Expresión de genes diana de NF-kB sensibles a MLN4924 en LLC
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 La información obtenida en el rastreo mostró modificaciones en 
tres proteínas involucradas en la activación de NF-κB por TNFα: TANK, 
IKKβ y NEMO (tabla 17). Estas tres proteínas conforman un complejo 
ternario que participa en la fosforilación de IκB y por lo tanto en la 
activación de NF-κB (264). Estos datos apoyarían la función de la 
neddilación en la activación de la ruta NF-κB en una posición por 
encima de la desestabilización del inhibidor IκB, regulando  
positivamente la vía de supervivencia. 

Tabla 17: Tabla de proteínas implicadas en la ruta  NF-κB que se encuentran 
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes 
proteínas que presentan unos valores de modificación significativos (cambios ≥2,5 
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por 
otro lado los valores de modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos 
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se 
encuentran. 

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

IKKß 3,6 7,6 §106 K*YLNQFENCCGLR

NEMO 3,6 5,4 344 LK*ASCQESAR

TANK 9,0 3,8 §189; 
§195

LNIPDTATETQCSVPIQCTDKT
DK*QEALFK*PQAK

TANK 7,5 3,2 §308 TTDK*TKPSNLVNTCIR

TANK 7,9 3,7 §195; 
§199

LNIPDTATETQCSVPIQCTDKT
DKQEALFK*PQAK*DDINR

TRAF2 -0,9 -4,6 176 APCCGADVK*AHHEVCPK

TRAF2 -1,5 -4,6 27 TLLGTK*LEAK

TRAF2 -5,7 -8,6 119 GTLK*EYESCHEGR

CD40 -36,2 -66,2 267
QEPQEINFPDDLPGSNTAAP
VQETLHGCQPVTQEDGK*ES
R
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3.2.5. Proteínas de la ruta NOTCH. 

 La desregulación de la vía de señalización de NOTCH se ha 
identificado durante estos años como una de las anomalías 
moleculares más recurrentes en la patogénesis de la LLC, sin embargo 
su papel y regulación siguen siendo poco conocidas. En nuestro 
estudio hemos encontrado la proteína MIB1 (354) (355), una E3-Cullin-
RING ligasa que media la degradación de Notch y cuya modificación 
varía tras el tratamiento con MLN4924 (tabla 18). 

 Por otro lado, los factores de transcripción Íkaros (356) y Aiolos, 
reguladores de genes diana de Notch, también aparecen en el estudio 
mostrando una modificación reducida en las células B-LLC con 
respecto a las células control, la cual se reduce más aún después del 
tratamiento con el inhibidor de la neddilación (tabla 19). 

Tabla 18: Tabla de la modificación encontrada en la proteína MIB1, implicada en 
la ruta Notch. En la tabla se muestran los datos de la proteína MIB1 que presenta unos 
valores de modifi cación signifi cativos (cambios ≥2,5 veces). Primeramente la 
comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro el valor de 
modificación tras el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos columnas muestran la 
lisina concreta significativamente modificada y el péptido en el que se encuentra. 

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 
LLC vs 

Control
Sitio Péptido

MIB1 20,1 11,4 §895; 
§896

AAVLFQPCGHMCACENCAN
LMK*K
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Tabla 19: Tabla de factores de transcripción implicados en la ruta Notch que se 
encuentran modificados en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las 
diferentes proteínas que presentan unos valores de modificación significativos 
(cambios ≥2,5 veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los 
controles sanos, y por otro lado los valores de modificación tras el tratamiento con 
MLN4924. Las últimas dos columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los 
péptidos en los que se encuentran. 

3.2.6. Proteínas de reparación del ADN. 

 Uno de los procesos celulares ya descritos como regulados por 
neddilación es la reparación del ADN. Nuestro estudio y posterior 
selección de datos identificó las proteínas Ku70 y Ku80, relacionadas 
con el mecanismo de reparación del ADN por unión de extremos no 
homólogos (NHEJ) (335), como altamente modificadas en las células B-
LLC con respecto a las células control, tal y como se muestra en la 
tabla 20. Concretamente, la proteína Ku80 se encontraba modificada 
en múltiples lisinas, y en dos de ellas se observó una reducción de la 
modificación tras el tratamiento con MLN4924. Además, se 
identificaron otras proteínas de reparación de ADN supuestamente 
neddiladas como DDB1, DDB2, H2AX, XPC y RAD23B. Curiosamente, 
la mayoría de estas proteínas están relacionadas con el mecanismo de 
reparación del ADN por escisión de nucleótidos (NER), y su mutación 
da lugar al síndrome de inestabilidad genómica conocido como 
Xeroderma Pigmentosum. 

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 LLC 
vs Control Sitio Péptido

Aiolos -17,6 -25,7 419 NGMPLLK*EVPR

Aiolos -14,7 -18,4 361 AEM#SNGAPQELEK*K

Ikaros -57,5 -80,0 157 SHTGERPFQCNQCGASFTQ
K*GNLLR
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Tabla 20: Tabla de proteínas implicadas en la reparación del ADN que se 
encuentran modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las 
diferentes proteínas que presentan unos valores de modificación significativos 
(cambios ≥2,5 veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los 
controles sanos, y por otro lado los valores de modificación tras el tratamiento con 
MLN4924. Las últimas dos columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los 
péptidos en los que se encuentran. 

 La proteína p53 se encuentra mutada en más del 50% de los 
tumores (298), constituyendo uno de los cambios genómicos más 
frecuente en los cánceres humanos (300). Teniendo en cuenta que la 
desactivación de la función de p53, bien sea por la deleción 17q (113) 
o por la mutación del gen (315), es uno de los principales factores de 
mal pronóstico en la LLC, encontrar modificada esta proteína y 

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 
LLC vs 

Control
Sitio Péptido

DDB2 13,4 1,6 §151 DKPTFIK*GIGAGGSITGLK

H2AX 19,5 10,6 128; 135 KTSATVGPK*APSGGKK

Ku80 7,7 1,4 §195 LGGHGPSFPLK*GITEQQK

Ku80 7,6 2,0 §660 FNNFLK*ALQEK

XPC 2,1 -3,0 §508 KDPSLPAASSSSSSSK*R

XPC 9,0 5,2 §785 K*LDIDCVQAI

Ku70 9,0 5,6 §114 NIYVLQELDNPGAK*R

MORF4L1 10,6 6,5 §127 ANQEQYAEGK*MR

MORF4L1 9,1 5,5 §111 YVDTNLQK*QR

MORF4L1 8,3 5,4 §117 ELQK*ANQEQYAEGK

MORF4L1 9,5 6,6 §143 TSGLQQK*NVEVK

RAD23B 2,6 -0,0 §151 QEKPAEK*PAETPVATSPTA
TDSTSGDSSR
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observar una variación tras el tratamiento con el inhibidor, nos pareció 
un resultado muy interesante que estudiar en profundidad. En nuestro 
rastreo, hemos encontrado un aumento de 13,7 veces en la 
modificación de una única lisina de p53, la K120, que es revertida 
parcialmente tras el tratamiento con MLN4924. Además, hemos 
encontrado modificaciones similares en la hidrolasa de ubiquitina 
USP7, que contrarresta el efecto desestabilizador de MDM2 y TRIM27 
sobre p53, eliminando grupos ubiquitina (tabla 21). USP7 también se 
ha relacionado con resistencia a bortezomib en el mieloma múltiple 
(MM), por su acción desestabilizadora sobre IκBα (357). 

Tabla 21: Tabla de los proteínas implicadas en la reparación del ADN y 
ubiquitinación que se encuentran modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se 
muestran los datos de las diferentes proteínas que presentan unos valores de 
modificación significativos (cambios ≥2,5 veces). Primeramente la comparativa entre 
las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de modificación tras 
el tratamiento con MLN4924. Las últimas dos columnas muestran las lisinas concretas 
modificadas y los péptidos en los que se encuentran. 

Nombre 
Protreína

DMSO LLC 
vs Control

MLN4924 
LLC vs 

Control
Sitio Péptido

p53 13,7 7,5 120 LGFLHSGTAK*SVTCTYSPA
LNK

USP7 13,2 7,7 1096 YTYLEK*AIK

USP7 4,2 -0,1 882 KLYYQQLK*MK

TP53RK 0,4 5,1 40 FLSGLELVK*QGAEAR
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3.2.6.1. Estudio del efecto de la Neddilación sobre la función, 
estabilidad y localización subcelular de la proteína p53. 

 Para poder explicar la participación de la modificación de la 
lisina 120 de p53 en el fenotipo de la LLC llevamos a cabo 
experimentos in vitro. Hemos comenzado generando  un mutante que 
cambiaba la lisina 120 por una arginina (K120R). Dado que la carga de 
ambos aminoácidos es similar, esperábamos que el mutante no 
cambiase mucho la conformación de la proteína. Para confirmarlo 
medimos la actividad transcripcional de ambos, transfectándolos junto 
con el vector testigo pG13Luc. Tanto la forma agreste de p53 como el 
mutante K120R promovieron la actividad luciferasa por igual, por lo 
que supusimos que la mutación no había producido grandes cambios 
conformacionales, tal y como se observa en la figura 36.  Estos datos 
concuerdan con los de otros grupos que mostraron que la mutación 
K120R no afectaba a la función transcripcional de p53 sobre sitios de 
alta afinidad (390). 

 

Figura 36: El mutante K120R de la proteína p53 no afecta la actividad 
transcripcional de p53. Efecto de p53 agreste y p53-K120R sobre la actividad de la 
proteína p53. Se transfectan células HEK293T con vectores de expresión para p53 wt y 
p53-K120R junto con pG13Luc. Se representan las actividades de luciferasa en relación 
con la actividad de la ß-galactosidasa transfectada como control interno (unidades de 
luciferasa relativas) ± SD de tres determinaciones independientes. 
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 Se ha descrito que las mutaciones de p53 en la región de unión 
al ADN, como ocurre en el caso de p53-K120R, afectan a su 
distribución intracelular, localizándose en mayor medida en el 
citoplasma (358). Por lo que para determinar la distribución de nuestro 
mutante, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia en células 
MCF7 transfectadas con la forma agreste de p53 y p53-K120R. Al 
microscopio confocal pudimos observar que ambas formas se 
localizaban principalmente en en núcleo, no apreciando cambios 
claros en la localización entre una forma y otra, como se puede 
observar en la figura 37. 

 

Figura 37: El mutante K120R de la proteína p53 no afecta la localización 
subcelular de p53. La localización subcelular de p53 se determinó por 
inmunofluorescencia en células MCF7 transfectadas con un vector de expresión para 
p53 wt, junto con un plásmido de expresión para p53-K120R, ambos etiquetados con 
el epítopo FLAG. La proteína p53 se ha detectado con un anticuerpo secundario de 
fluorescencia verde (FITC), anti FLAG, mientras que el ADN se ha teñido con DAPI 
(azul) para la localización de los núcleos celulares. 
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 De la misma manera, tras realizar ensayos de fraccionamiento 
celular por Western Blotting, tampoco observamos un cambio en la 
estabilidad de la proteína entre el citoplasma y el núcleo. En la figura 
38, se puede apreciar como tanto la forma agreste como el mutante 
K120R tienen una localización muy similar, mayoritariamente nuclear. 

 

Figura 38: El mutante K120R de p53 no afecta la estabilidad de la proteína p53. 
Se emplean células HEK293T transfectadas con plásmidos de expresión para las 
formas p53 wt y p53-K120R, junto con un vector de expresión para NEDD8.  Se extraen 
las proteínas citoplasmáticas y nucleares y se analiza la estabilidad de p53 por Western 
Blotting. Como controles de carga se emplea Lamina para las proteínas nucleares y 
GAPDH para las citoplasmáticas. Se muestran los datos de un experimento 
representativo. 

 Por otro lado, la transfección de NEDD8 tampoco afectó a la 
localización subcelular de la proteína, como se puede apreciar en la 
figura 38 (comparando las calles 2 y 4, en el citoplasma, y las calles 6 y 
8  en el núcleo. La bajada que se observa en la calle 8 se debe a un 
error de carga, como revela el control empleado GAPDH).  

 Ya que está descrito que la acetilación de la lisina 120 de p53, 
dentro del dominio de unión al ADN, es necesaria para la apoptosis 
mediada por p53, pero no así para la senescencia o el control del ciclo 
celular (359), quisimos investigar como influía la modificación por 
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NEDD8 de este residuo en la actividad de p53. Para ello, se utilizó de 
nuevo la construcción testigo pG13Luc y se cotransfectó con las 
construcciones p53 wt y p53-K120R, junto con plásmidos de expresión 
para NEDD8 o Ubiquitina, en presencia de MDM2. Como puede verse 
en la figura 39, la cotransfección de NEDD8 tuvo un profundo impacto 
en la transactivación de la construcción testigo por p53 wt, que se 
revertía tras la incubación con MLN4924. Por el contrario, la actividad 
del mutante no parecía verse afectada por la sobreexpresión de 
NEDD8, aunque curiosamente, la incubación con MLN4924 produjo 
una disminución en la actividad luciferasa de las células transfectadas 
con el mutante en presencia de NEDD8. La sobreexpresión de 
ubiquitina afectó por igual a la transactivación de ambas formas de 
p53, observándose una disminución de la actividad posiblemente 
debido a su degradación por el proteosoma. 

 

Figura 39: La neddilación de la lisina 120 afecta a la función de la proteína p53. 
Efecto de NEDD8 o Ubiquitina en la lisina 120 sobre la actividad de p53. Se transfectan 
células HEK293T con construcciones para p53 wt y p53-K120R, junto con el vector 
testigo pG13Luc y plásmidos de expresión para NEDD8 o Ubiquitina, en presencia o 
no de MLN4924 (0,25µM). Se representan las actividades de luciferasa en relación con 
la actividad de la ß-galactosidasa transfectada como control interno (unidades de 
luciferasa relativas) ± SD de tres determinaciones independientes. 
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 Investigamos también el efecto de la neddilación de la lisina 
120 de p53 sobre la transcripción de sus genes dianas. Para ello, 
utilizamos la línea celular MEC1 derivada de un paciente LLC, y que 
alberga una deleción del brazo corto del cromosoma 17. La 
transfección tanto de p53 agreste como de su mutante K120R se 
acompañó de altos niveles de los mensajeros de varios de sus genes 
diana, como PUMA, NOXA, o MDM2 (figura 40). Curiosamente, la 
cotransfección de NEDD8 indujo una reducción en los niveles de estos 
mensajeros inducida por p53 agreste. Sin embargo, NEDD8 no afectó 
a la inducción de estos genes mediada por el mutante K120R (figura 
40). 

 
        

Figura 40: Efecto de la neddilación de K120 sobre la transcripción de genes diana 
de p53 en células MEC-1. Análisis cuantitativo de la expresión de genes diana de p53 
por RT-PCR. Se transfectaron 2.106 células MEC-1 por cada condición mediante 
electroporación, junto con plásmidos de expresión para p53 wt y p53-K120R, y un 
vector para NEDD8 en las muestras que se indique. Los valores de expresión se han 
relativizado frente a β-actina. 
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 El efecto de NEDD8 sobre la actividad de p53 mediado por la 
lisina 120 podría deberse a diferentes efectos sobre la estabilidad, la 
localización subcelular o la capacidad de unión al ADN de la proteína. 
En primer lugar, transfectamos las formas p53 wt y p53-K120R  
etiquetadas con un epítopo FLAG en células HEK293T y estudiamos 
como la modificación por NEDD8 o ubiquitina afectaban a su 
estabilidad. En el Western Blotting que se muestra en la figura 41, 
puede verse como la neddilación de  la lisina 120 de p53 no afecta a la 
estabilidad de la proteína, independientemente de la presencia o no 
de la mutación K120R. La co-expresión de ubiquitina, sin embargo, sí 
que afecta a la estabilidad de p53 wt, y en mayor medida a la de su 
mutante, observándose una disminución en la estabilidad dependiente 
de dosis. 

 

Figura 41: La neddilación de la lisina 120 no afecta a la estabilidad de la proteína 
p53. Análisis de la estabilidad de la proteína p53 en presencia de NEDD8 o Ubiquitina 
mediante Western Blotting. Se transfectan células HEK293T con construcciones para 
p53 wt y p53-K120R etiquetadas con el epítopo FLAG, junto con plásmidos de 
expresión para NEDD8 (His6-NEDD8) o Ubiquitina (His6-UBB) en las muestras 
indicadas. Como control de carga se emplea GAPDH. 

 Dado que el dominio de unión al ADN participa en la 
dimerización de la proteína, investigamos si la neddilación de la lisina 
120 de p53 afectaba a su interacción con otro miembro de la familia 
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de p53 como es ∆Np73. Para ello, empleamos la construcción testigo 
de respuesta a ∆Np73, BIK -48/-38 (308) y estudiamos si la neddilación 
o ubiquitinación modificaban su represión por p53 wt ó p53-K120R,. 
Tanto p53 como su mutante redujeron a la mitad la transactivación de 
esta construcción testigo por ∆Np73, lo que indica la interacción de 
ambas formas con ∆Np73 y la inhibición de su función. Sin embargo, la 
neddilación de p53 agreste produjo una interferencia con dicha 
inhibición que no se vio con el mutante, observándose un aumento en 
la transactivación de la construcción testigo como se muestra en la 
figura 42, sugiriendo que es la neddilación de la lisina 120 la que 
media el efecto inhibitorio. Por su lado, la ubiquitinación de p53 tuvo 
un efecto similar a la neddilación en la inducción de la expresión por 
∆Np73, aunque menos pronunciado, probablemente debido a la 
degradación de las proteínas. 

   
  

Figura 42: La modificación de la lisina 120 interfiere con el dominio de unión al 
ADN de la proteína p53, en su interacción con ∆Np73. Análisis de la transactivación 
de la construcción testigo de respuesta a ∆Np73, BIK -48/-38. Se transfectan células 
HEK293T con construcciones para p53 wt y p53-K120R, junto con plásmidos de 
expresión para NEDD8 o Ubiquitina cuando se indica. 

 Finalmente, hemos iniciado experimentos para estudiar cómo 
influye la neddilación de la lisina 120 de p53 sobre la viabilidad y la 
respuesta a quimioterápicos. Para ello utilizamos la línea celular de 
LLC, MEC1 que es deficiente en p53, a la que restituimos p53 agreste o 
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el mutante K120R en presencia o ausencia de NEDD8, y analizamos su 
respuesta a fludarabina. Como puede verse en la figura 43, las células 
MEC1 son refractarias al tratamiento con 1µM de fludarabina. La 
transfección de p53, tanto en su forma agreste como mutada, indujo 
una profunda disminución en su viabilidad basal. Sin embargo, sólo las 
células transfectadas con p53 agreste respondieron al tratamiento con 
fludarabina, en concordancia con datos de otros grupos que recalcan 
la importancia de este residuo en la respuesta apoptótica de p53 (392). 
De forma llamativa, la neddilación tuvo un efecto diferencial sobre las 
células transfectadas con la forma agreste de p53 respecto al mutante 
K120R. La cotransfección de NEDD8 en presencia de MDM2 revirtió en 
gran medida tanto la viabilidad basal como la respuesta a fludarabina, 
pero no en células transfectadas con el mutante K120R. Estos datos, 
aún preliminares, mostrarían el profundo efecto que la neddilación de 
la lisina 120 de p53 tiene sobre la supervivencia de células B-LLC y por 
ende, sobre el pronóstico de los pacientes. 

 

Figura 43: La neddilación de la lisina 120 afecta a la viabilidad de las células B-
LLC en respuesta a quimioterápicos como la Fludarabina. Análisis de la viabilidad 
de células MEC-1 a partir de un ensayo representativo de viabilidad celular (XTT). Las 
células se transfectan mediante electroporación con plásmidos de expresión para p53 
wt y p53-K120R, junto con un vector de expresión para NEDD8 en las muestras que se 
indique, en presencia de MDM2. Se incuban las células MEC-1, transfectadas con los 
plásmidos correspondientes, en presencia o no de Fludarabina 1μM durante 60 horas 
en una placa de 96 pocillos. 
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 A día de hoy, la leucemia linfática crónica sigue siendo una 
enfermedad incurable, a pesar de todos los esfuerzos que se llevan 
realizando durante años para identificar una alteración genética única, 
y las causas moleculares que puedan explicar las características 
comunes que presentan los pacientes con LLC.  

 La característica molecular considerada como el principal 
problema que presentan las células B de la LLC es una apoptosis 
defectuosa (360), que debería iniciarse en respuesta a daños 
producidos en el ADN. Un desequilibrio entre las proteínas pro y anti 
apoptóticas, junto con la expresión de ciertas moléculas involucradas 
en las principales rutas de señalización descritas como afectadas en la 
LLC (225), y el entorno en el que residen estos linfocitos B, se 
consideran los factores principales que dan lugar a los defectos en la 
maquinaria de apoptosis. Además, la aparición de clones neoplásicos 
que favorecen la resistencia a los tratamientos empleados como la 
quimioinmunoterapia, y el elevado riesgo de padecer complicaciones 
infecciosas que pueden presentar estos pacientes, pone de manifiesto 
la necesidad de encontrar nuevos objetivos terapéuticos (361). 

 Por estas razones, dada la experiencia de nuestro laboratorio en 
el estudio de proteínas relacionadas con la reparación del daño en el 
ADN, y el hecho de que en la leucemia linfática crónica la inactivación 
del gen TP53 y la deleción de ATM sean los dos peores factores 
pronóstico en esta patología (113) (314), ambos genes involucrados en 
la respuesta al daño en el ADN, nos centramos en el estudio de la 
función que podrían desempeñar otras proteínas relacionadas con la 
reparación del daño en el ADN, el control del ciclo celular y la 
apoptosis como son los genes FANC, en esta patología. 
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1. Estudio de la función que desempeña FANCA en la 

LLC. 
  
 En este trabajo, hemos analizado la expresión de un grupo de 
genes FANC en pacientes con LLC. Los genes FANC codifican un 
conjunto de proteínas no relacionadas estructuralmente, pero que 
forman un complejo denominado FANCcore, que se activa en 
respuesta al bloqueo de las horquillas de replicación y las roturas de 
doble hebra (316), procesos en los que también están involucrados 
ATM y p53. Por estas razones, comenzamos un rastreo de la expresión 
de los genes FANC, en la leucemia linfática crónica.  

 Mutaciones en cualquiera de los 22 genes FANC descritos hasta 
el momento, deja a las células propensas a la apoptosis y con una tasa 
de crecimiento más lenta (362) (366), de hecho, este fenotipo celular 
está detrás del agotamiento progresivo de células progenitoras 
hematopoyéticas en pacientes con Anemia de Fanconi (343). Sin 
embargo, en la leucemia linfática crónica ocurre una situación de 
alguna manera opuesta, ya que se acumulan células incapaces de ser 
auto eliminadas, debido a un fallo en su maquinaria de apoptosis 
(364). 

 El estudio de la expresión de los diferentes genes FANC se 
realizó en una cohorte de varios cientos de pacientes con LLC, pero 
finalmente el estudio combinado de 5 genes FANC se llevó a cabo en 
101 pacientes con leucemia linfática crónica. Un tema importante a 
tener en cuenta fue la elección de los controles adecuados, y para ello 
se emplearon dos tipos. Linfocitos B obtenidos de amígdalas 
extirpadas a pacientes mediante resección quirúrgica, dada la facilidad 
con la que pueden extraerse. Sin embargo, ya que una patología como 
la LLC en la que la interacción con el estroma de los órganos linfoides 
se considera un factor importante de supervivencia de las células B 
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afectadas (110) (200), decidimos utilizar también células CD19+ 
circulantes aisladas a partir de muestras de donantes sanos (buffy 
coats), mediante un procedimiento inmunomagnético. Pudimos 
confirmar grandes diferencias en la expresión de determinados genes 
entre estos dos tipos de células controles, lo que apoya la idea de que 
la interacción de los linfocitos B con células de estroma de órganos 
linfoides induce la expresión de genes que favorecen su supervivencia. 
El análisis de la expresión de los diferentes genes FANC mostró 
diferencias significativas entre los distintos controles empleados y las 
muestras de células B patológicas, teniendo estas últimas una 
expresión más parecida a la de las células CD19+ circulantes sanas. 
Éste era el caso de los genes FANCI y sobretodo FANCA. De esta 
manera, la mayor expresión de FANCA en las células derivadas de las 
amígdalas la asociaría con una mayor supervivencia. De entre los 
pacientes analizados, encontramos un grupo cuya expresión de 
FANCA se asemejaba más a la de células B obtenidas de amígdala y 
decidimos estudiar si esta observación se asociaba con alguna 
característica clínica adversa. Para poder establecer una correlación 
entre nuestras observaciones y la posible evolución de los pacientes, 
cruzamos nuestros datos de expresión génica con los datos clínicos de 
los mismos recogidos por el servicio de hematología durante su 
diagnóstico y tratamiento. De esta manera, identificamos que una 
elevada expresión del gen FANCA estaba asociada con progresión de 
la enfermedad y con un tiempo menor hasta el tratamiento, o lo que es 
lo mismo, con un peor pronóstico. Fue interesante también observar 
que una elevada expresión de FANCA se asociaba con la deleción 
11q23, la segunda alteración citogenética más frecuente en la LLC, 
asociada al gen ATM y caracterizada por presentar grandes 
adenopatías (365) (366). 

 Hay artículos que describen que la sobreexpresión de genes 
FANC se asocia con la resistencia a la quimioterapia, como ocurre en el 
melanoma (367). La sobreactivación de la vía FA/BRCA se relaciona 
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con la resistencia a los agentes alquilantes en los gliomas (368), así 
como la sobreexpresión de FANCF se asocia con la resistencia a 
melfalán en el mieloma múltiple (328), y su desmetilación se ha 
relacionado con tumores de ovario y mama (324) (330). 

 Nuestros datos revelan una elevada expresión de FANCA en 
células B-LLC de un grupo de pacientes, por lo que nos propusimos 
buscar algún proceso celular que estuviese relacionado con el peor 
pronóstico que presentan estos. Nuestro primer objetivo fue analizar 
qué genes veían alterada su expresión por los altos niveles de 
expresión de FANCA en células B-LLC. Para ello forzamos la 
sobreexpresión de FANCA en células B-LLC mediante electroporación 
de un vector de expresión y analizamos el transcriptoma mediante 
RNAseq. Encontramos 265 genes significativamente afectados tras la 
transfección de las células B-LLC con FANCA, y observamos que 23 de 
los 25 genes encontrados clasificados como genes reguladores 
negativos de la muerte celular mostraban una regulación positiva, así 
como otros genes asociados a la progresión tumoral. 

 Está descrito que las células deficientes en genes FANC 
presentan una mayor activación de p53 y p21 (343) (369), y de hecho, 
nuestros datos del transcriptoma de células con sobreexpresión de 
FANCA han mostrado importantes variaciones en la expresión de 
genes diana de p53. Por ello, nos planteamos si la sobreexpresión de 
FANCA que presentan ciertos pacientes LLC, podría relacionarse con 
una disminución de la función de p53. El empleo de células B-LLC 
transfectadas con FANCA nos permitió observar que la sobreexpresión 
de este gen se asociaba con una reducción en los niveles de ARNm de 
p21, aunque con variaciones entre los pacientes LLC analizados. p21 
es un inhibidor de ciclinas y su disminución se suele asociar con mayor 
proliferación (283), lo que podría explicar la asociación de la 
sobreexpresión de FANCA con estadíos más agresivos y de peor 
pronóstico en la LLC. Sin embargo, sí que se observó de forma general 

198



	
una disminución en la expresión del ARNm de ∆Np73, otra diana 
conocida de p53. ∆Np73 es una isoforma del supresor tumoral p73 
truncada en el extremo N-terminal de la proteína. Puede generarse por  
un uso alternativo de los exones del gen Tp73, o transcribirse 
directamente desde su propio promotor P2p73, localizado en el tercer 
intrón del gen (306). El promotor P2p73 contiene varios elementos de 
respuesta a p53, y se encuentra muy activado por p53. Los ensayos de 
luciferasa realizados muestran que esta inducción se ve disminuida con 
la sobreexpresión de FANCA, el mismo efecto que se observa sobre 
pG13Luc, un vector indicador de p53. Estos datos indican que FANCA 
está interfiriendo con la función de p53, y esta interferencia podría 
explicar el peor pronóstico de los pacientes con LLC que presentan la 
deleción 11q23 y una sobreexpresión del gen FANCA, ya que tanto 
p53 como de ∆Np73, promueven la detención del ciclo celular y la 
expresión de genes pro-apoptóticos como los pertenecientes a la 
familia de proteínas de Bcl-2 “sólo BH3” (308) (370) (371). De hecho, 
nuestros experimentos han demostrado que la transducción de un 
vector de expresión para FANCA en linfocitos B de pacientes LLC, o en 
líneas celulares linfoblastoides, aumentó su proliferación. 
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2. Relación entre las modificaciones postraduccionales y 

FANCA. 

 Las modificaciones postraduccionales de la proteína p53 se 
consideran importantes reguladores de su localización subcelular, 
estabilidad y función. La ligasa E3 de ubiquitina MDM2 media tanto la 
ubiquitinación como la neddilación de p53, inhibiendo su actividad 
transcripcional (65). En esta misma línea, NUB1 (NEDD8 ultimate 
buster-1), se ha descrito como un importante regulador de la función 
de p53, promoviendo su localización citoplasmática e inhibiendo su 
actividad transcripcional (345). Nuestros resultados muestran como la 
sobreexpresión de NUB1 desestabiliza p53, lo que se podría explicar 
porque cuando p53 se conjuga con NEDD8, se convierte en una diana 
para su degradación por el proteosoma mediada por NUB1 (346). De 
hecho, hemos observado que bloqueando la función del proteosoma 
con bortezomib, se acumula la proteína p53 neddilada en las células.  

 Se ha especificado que FANCA interactúa directamente con 
NUB1 (372), por lo que decidimos investigar un posible efecto directo 
de FANCA sobre la estabilidad de p53. En base a nuestros 
experimentos, hemos podido demostrar como FANCA y NUB1L 
colaboran en la degradación e inactivación funcional de p53 cuando 
se transfectan conjuntamente, mostrando por primera vez que FANCA 
colabora con la ligasa de ubiquitina E3 MDM2 en la ubiquitinación y 
degradación de p53. Sin embargo, aunque en la página Entrez Gene 
de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2175) de FANCA, NUB1 
aparece como una de las proteínas que interactúa con FANCA en 
ensayos de dobles híbridos (372), no pudimos demostrar una 
interacción directa entre estas dos proteínas, ni mediante ensayos de 
coinmunoprecipitación ni utilizando un sistema de dobles híbridos. 
Una observación más detallada nos permitió darnos cuenta de que el 
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número de acceso y la descripción funcional indicados en el artículo 
original correspondían al gen NUBP1 en lugar de NUB1.  

 En conjunto, nuestros resultados parecen indicar que tanto 
NUB1L como FANCA colaboran en la desestabilización de p53, 
posiblemente mediante mecanismos implicados en su regulación 
mediada por MDM2, y no a través de su interacción (373). La 
localización subcelular de la proteína p53 parece también estar 
regulada por la colaboración de FANCA y NUB1L. Liu et al. ya 
describieron que NUB1 interfería con la función de p53 promoviendo 
su exportación nuclear (345), algo que nosotros hemos podido 
comprobar, y mostrar por primera vez la colaboración de la proteína 
FANCA en ese mecanismo, observando un cambio de la localización 
subcelular de p53 al citoplasma tras la transfección de ambas 
proteínas.  

 En resumen, en este estudio hemos descrito que la elevada 
expresión de FANCA puede considerarse como un nuevo marcador 
pronóstico de la leucemia linfocítica crónica, relacionado con la 
deleción conocida previamente 11q23. Hemos profundizado en los 
mecanismos moleculares que están detrás de este marcador de mal 
pronóstico y hemos revelado una interferencia directa, previamente 
desconocida, de FANCA con la  estabilidad y función de p53. 
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3. E s t u d i o d e l p a p e l d e l a s m o d i fi c a c i o n e s 

postraduccionales, y en especial la neddilación, en la 
Leucemia Linfática Crónica.  

 El complejo FANCcore es una E3 ligasa multiproteica 
encargada de la monoubiquitinación de las proteínas FANCD2 y 
FANCI en respuesta al atasco de las horquillas de replicación (34) (35) 
(36). Sin embargo, recientemente se ha descrito una función de la 
proteína FANCA en la neddilación de CXCR5 y otras proteínas de 
membrana (339), varias de las cuales son marcadores pronóstico en la 
leucemia linfática crónica. Para obtener una visión general del alcance 
e importancia de las modificaciones postraduccionales en la etiología 
de la leucemia linfática crónica, decidimos realizar un rastreo completo 
de todas las proteínas modificadas en la LLC. Este estudio se llevó a 
cabo en muestras de pacientes LLC mediante la plataforma UbiScan de 
Cell Signaling Technology, que ha sido ampliamente utilizada en el 
rastreo de modificaciones postraduccionales en otras patologías (377) 
(405) (406) y en el estudio del papel de la proteína FANCA en la 
neddilación (339).  

 Nuestros datos muestran un aumento en las modificaciones 
postraduccionales en células B-LLC con respecto a linfocitos B 
circulantes sanos. La neddilación es una modificación postraduccional 
implicada en el desarrollo de varias neoplasias malignas, tanto 
hematológicas como de tumor sólido (57) (53) (54) (55) (374). Las 
herramientas disponibles hasta la fecha, básicamente el anticuerpo 
UbiScan, impiden hacer una selección positiva de neddilación, ya que 
detectan a la vez residuos comunes a la ubiquitinación, la isgilación y la 
neddilación. Por esta razón, para tratar de diferenciar las 
modificaciones por neddilación del resto de modificaciones 
detectadas en nuestro estudio, empleamos muestras pareadas tratadas 
o no con el inhibidor de la neddilación MLN4924. Este inhibidor se 
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está probando en ensayos clínicos para el tratamiento de diferentes 
tipos de tumores (88) (90) (97). Hay artículos que ya han mostrado el 
efecto citostático que puede tener este inhibidor sobre las células B-
LLC ex vivo, potenciando la acción de los agentes alquilantes y los 
fármacos que se emplean en la actualidad en el tratamiento de esta 
patología, como el ibrutinib y el idelalisib (91). Por otra parte, nos fue 
de gran ayuda comparar nuestros datos con los sitios de 
ubiquitinación auténticos descritos por Akimov et al. en su estudio del 
ubiquitinoma humano (350), identificados con un anticuerpo 
específico para esta modificación. De esta manera, razonamos que la 
doble comparativa nos identificaría neddilaciones verdaderas. 

 Nuestra selección identificó numerosas proteínas implicadas en 
prácticamente todas las rutas descritas como alteradas en la LLC, que 
mostraban un incremento en su modificación, reversible, al menos 
parcialmente, por tratamiento con MLN4924, lo que apoyó la idea de 
que la neddilación se encuentra elevada en la leucemia linfática 
crónica.  

 El hecho de que las cullinas y otras proteínas relacionadas con 
la neddilación apareciesen entre los péptidos modificados, y que esa 
modificación disminuyera con el inhibidor, respaldó nuestra estrategia 
de emplear el MLN4924 como primera aproximación para identificar 
dianas de neddilación en la LLC. También observamos que el péptido 
NEDD8 se encontraba entre las proteínas con más residuos de lisina 
modificados en nuestra selección, dato que indica la existencia de 
procesos de poli-neddilación ramificada o la formación de conjugados 
híbridos NEDD8-ubiquitina (13) (42). 

 Entre las principales proteínas descritas como importantes en el 
fenotipo de la LLC se encuentran las implicadas en la remodelación de 
la cromatina. Las histonas constituyen un componente estructural clave 
para el correcto empaquetamiento del material genético en el núcleo 
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celular, que afecta a su accesibilidad para la maquinaria transcripcional 
y, por tanto, a la expresión génica. Entre las características 
morfológicas más notables de las células B-LLC están una alta 
condensación de su cromatina, la ausencia de nucleolos y un 
citoplasma bastante reducido (375). Encontrar en nuestro rastreo un 
elevado número de histonas altamente modificadas en la LLC y 
sensibles a ML4924, nos hizo pensar que la neddilación podría 
relacionarse con la condensación de la cromatina característica de esta 
patología, hecho que puede impedir la expresión de ciertos genes 
supresores de tumores como p53,  lo que explicaría el peor pronóstico 
de estos pacientes. Está descrito que la elevada expresión de HDAC1 
(histona deacetilasa) en pacientes LLC se relaciona con un peor 
pronóstico (403), ya que la acetilación estaría favoreciendo la 
descondensación de la cromatina, y en consecuencia mejorando el 
pronóstico de estos pacientes. Cabe hipotetizar que la competencia de 
la neddilación por las lisinas diana de acetilación afecte a la 
condensación de la cromatina en células LLC. 

 Los linfocitos proliferantes en esta patología son especialmente 
frágiles, y se rompen con facilidad tras realizar las extensiones 
sanguíneas, dando lugar a las denominadas sombras de Gumprecht 
(108). Por esta razón, las proteínas del citoesqueleto constituyen otro 
grupo de proteínas muy importante en el fenotipo de la LLC. En 
nuestro estudio, observamos que ciertas proteínas del citoesqueleto 
mostraban una elevada modificación en las muestras de LLC, cuyos 
niveles disminuían tras el tratamiento con MLN4924. Este es el caso de 
la vimentina, entre otras, encargada de proporcionar el soporte 
estructural a los linfocitos circulantes (353). Los niveles elevados de 
esta proteína se correlacionan con menos sombras de Gumprecht, y 
por lo tanto con un peor pronóstico. 

 Nuestros resultados del análisis de las extensiones realizadas a 
partir de sangre periférica de 3 pacientes, sin tratamiento y tratadas 
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durante 4 horas con MLN4924, mostraron en 2 de los pacientes un 
aumento en el recuento de sombras de Gumprecht tras el tratamiento 
con MLN4924, dato que puede concordar con el mejor pronóstico que 
presentan aquellos pacientes con mayor número de sombras, aunque 
estos datos son observaciones muy preliminares, por lo que para sacar 
conclusiones más decisivas habría que realizar estos estudios 
aumentando el número de pacientes, algo que ya se está llevando a 
cabo en el laboratorio.  

 I g u a l m e n t e , e l s p l i c i n g d e A R N e s u n p r o c e s o 
postranscripcional que consiste en la eliminación de intrones del 
transcrito primario, y en el empalme de  los exones que generen las 
proteínas que la célula necesite en cada situación. Este proceso es 
catalizado por el spliceosoma, y una serie de proteínas que participan 
en el procesamiento del ARN, como es el caso de la proteína SF3A1 
(378), entre otros factores de empalme. En nuestro estudio hemos 
encontrado esta proteína modificada positivamente en dos lisinas, 
observándose una disminución en la modificación tras el tratamiento 
con el inhibidor de la neddilación. Estas observaciones podrían 
correlacionar con la importancia que tiene el mantenimiento 
estructural de esta proteína, ya que mutaciones puntuales en algunas 
de sus regiones se asocian con enfermedades hematológicas, como 
los síndromes mielodisplásicos y ciertos tipos de leucemias (379).  

 Entre las principales rutas descritas como alteradas en la LLC se 
encuentra la del receptor de célula B. La señalización de BCR 
promueve la proliferación y supervivencia de las células B patológicas 
(110), y su sobreexpresión se ha relacionado con los principales 
factores de mal pronóstico en la LLC (219). Es por estas razones que en 
los últimos años, el BCR se ha convertido en una de las principales 
dianas terapéuticas, desarrollándose fármacos dirigidos al bloqueo de 
sus vías de señalización, como Ibrutinib (255) e Idelalisib (256). En esta 
misma línea, hay artículos que describen una actividad antitumoral 
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sinérgica del inhibidor de la neddilación con éstos fármacos (91). 
Encontrar en nuestro rastreo modificaciones positivas de múltiples 
lisinas pertenecientes tanto a la bruton tirosin quinasa (BTK), como a 
otras quinasas reclutadas por el BCR, SYK y LYN, nos mostró la 
importancia que puede llegar a tener la modificación de estas 
proteínas en el desarrollo de la patología. Sin embargo, todas estas 
modificaciones se incrementaban tras el tratamiento con MLN4924, lo 
que parece indicar que su regulación por neddilación es compleja. De 
hecho, ya se han descrito muchas de las lisinas modificadas en nuestro 
rastreo como ubiquitinaciones, información que se puede obtener en 
la página https://www.phosphosite.org/proteinAction.action?
id=618&showAllSites=true, en la que muestran los residuos 
modificados por alguna PTM en las proteínas, como acetilaciones, 
fosforilaciones y ubiquitinaciones, entre otras. Por ejemplo, en el caso 
de la quinasa BTK, aparecen ya identificadas las lisinas K322, K406, 
K536, K558 como ubiquitinadas, así como para la proteína SYK, ya se 
han descrito ubiquitinadas las lisinas K60, K509, K517, K587 y 
acetiladas las lisinas K105, K116, K402, y en el caso de la proteína LYN, 
las lisinas K9 y K20 aparecen como modificadas por ubiquitinación. La 
competencia entre todas estas modificaciones por las mismas lisinas, 
así como el efecto cruzado sobre proteínas reguladoras de estos 
procesos, podrían explicar la respuesta de las mismas al MLN4924.  Es 
de enorme interés indagar en estas observaciones, dada la relevancia 
de las rutas activadas por BCR  en la LLC (110). 

 Una de estas rutas es la vía de supervivencia de NF-κB, que se 
encuentra constitutivamente activada en la LLC, hecho que se relaciona 
también con las interacciones que se producen entre las células B-LLC 
y el microambiente tumoral (269), activándose una serie de genes anti-
apoptóticos (380). En nuestro estudio del transcriptoma llevado a cabo 
en células B-LLC, tratadas o no con el inhibidor de la neddilación, 
observamos que el MLN4924 alteraba la expresión de muchos genes 
diana conocidos de NF-κB, y curiosamente, el 80,8% de esos genes 
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eran reprimidos por la acción del inhibidor, mientras que sólo un 
19,2% aumentaban la expresión de su mensajero. Estos datos 
concuerdan con lo descrito por autores como Godbersen et al. (91) y 
apuntan a que la ruta NF-κB es un importante mediador del efecto del 
MLN4924 sobre la viabilidad de las células B en la LLC. Estos autores, 
basan el efecto de la inhibición de la neddilación sobre la ruta NF-κB 
en la estabilización que produce sobre la proteína IκB fosforilada, 
sugiriendo que se ve afectada su ubiquitinación y degradación en el 
proteosoma. Sin embargo, llama la atención que en su artículo no 
muestran la cantidad de proteína IκB total, tan solo la forma fosforilada. 
Nuestros datos parecen indicar que MLN4924 no es un buen 
estabilizador de la proteína IκB, especialmente comparado con el 
robusto efecto de bortezomib, un inhibidor del proteosoma, sobre la 
misma. Nuestro rastreo ha revelado modificaciones en tres proteínas 
involucradas en la activación de NF-κB por TNFα, como son TANK, 
IKKβ y NEMO, que conforman un complejo ternario que participa en la 
fosforilación y degradación de IκB, y por lo tanto en la activación de 
NF-κB por la vía canónica (264). Encontrar estas proteínas modificadas 
en nuestro estudio apunta a un nuevo mecanismo de influencia de la 
neddilación sobre la ruta NF-κB, que regularía la fosforilación de IκB.  

 Entre las anomalías moleculares descritas como más 
recurrentes en la LLC, encontradas tras realizar el análisis del genoma 
completo y compararlo con las características y resultados clínicos, se 
encuentra la desregulación de la vía de señalización de Notch (123). 
Aquellos pacientes con LLC que presentan Notch1 mutado, entorno a 
un 12%, se asocian con un peor pronóstico de la enfermedad (381), 
aunque a día de hoy se desconoce su regulación (278). En nuestro 
estudio no hemos encontrado ninguna diana entre los miembros de 
esta ruta, pero sí proteínas que podrían modular la actividad de la ruta 
Notch, como es el caso de la proteína MIB1. Esta proteína es una ligasa 
de ubiquitina E3-RING que induce la actividad de la ruta Notch 
mediante la ubiquitinación y endocitosis de sus ligandos (354) (355), 
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mientras que la represión de MIB1 reduce la activación de la ruta de 
señalización. En nuestro rastreo esta proteína se encuentra altamente 
modificada, y esos niveles de modificación disminuyen tras el 
tratamiento con MLN4924, por lo que pudiera ser que esta variación 
en su modificación afectase a la desregulación de la ruta Notch en la 
LLC. Por otro lado, entre los factores de transcripción modificados en 
nuestro estudio, se encontraron las proteínas Aiolos e Íkaros, 
reguladores de genes diana de Notch. Estas proteínas mostraban una 
reducción en su modificación potenciada aún más tras el tratamiento 
con MLN4924. El factor de transcripción Íkaros regula la expresión de 
genes encargados de controlar la progresión del ciclo celular y la 
supervivencia (356). La expresión de Íkaros se reduce al sistema hemo-
linfopoyético, y la pérdida de su actividad puede contribuir al 
desarrollo de neoplasias hematológicas como la Leucemia 
Linfoblástica Aguda (LLA). Igualmente, la proteína Aiolos se expresa en 
células B maduras y es homóloga a ÍKaros (382). Es necesario 
determinar el efecto de las modificaciones encontradas en la LLC 
sobre la actividad de estas proteínas, lo que nos permitirá un mejor 
entendimiento de esta enfermedad y el diseño de nuevas estrategias 
terapéuticas. 

 El fracaso de las terapias convencionales empleadas en el 
tratamiento de la leucemia linfática crónica se debe principalmente a 
procesos de apoptosis defectuosos, que se inician en respuesta a 
diferentes daños producidos en el ADN, como las roturas de doble 
hebra (DSB) y de cadena sencilla (287). Ya se ha descrito que la 
reparación del ADN es uno de los procesos regulado por neddilación,  
y de hecho, en nuestro rastreo encontramos varias proteínas 
implicadas en reparación modificadas por neddilación. Entre ellas 
detectamos modificaciones en el heterodímero Ku, un complejo 
proteico  de reparación de ADN por unión de extremos no homólogos 
(NHEJ) (335), formado por subunidades de 70 y 80 kDa, modificado en 
varias de sus lisinas. 
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 La proteína p53 también ha aparecido en nuestro rastreo como 
altamente modificada en la lisina 120 (K120), disminuyendo esa 
modificación tras el tratamiento con MLN4924. Esta proteína se 
encuentra inactiva en la mayoría de los cánceres humanos, bien por 
mutación, cambio en la localización citoplasmática o por un aumento 
de las interacciones con su regulador negativo MDM2 (383) (384), 
entre otras, por lo que conocer su regulación y las posibles 
alteraciones que presenta esta proteína en cáncer es fundamental 
(385). La mutación de esta proteína constituye uno de los principales 
cambios genómicos en los tumores (300) (298), considerándose en la 
LLC uno de los principales factores de mal pronóstico (113) (315). p53 
promueve la supresión tumoral a través de su capacidad como factor 
de transcripción que se activa mediante modificaciones 
postraduccionales, como la ubiquitinación, fosforilación, acetilación, 
sumoilación, metilación y neddilación (310) (386) (387) (388) (389). La 
regulación transcripcional que ejerce  esta proteína tiene una función 
muy importante, provocando la detención del ciclo celular ante un 
daño producido en el ADN y facilitando así la reparación de las células 
dañadas, o induciendo la apoptosis cuando el ADN se ha dañado de 
forma irreparable (390). De esta manera, la proteína p53 ayuda al 
mantenimiento de la estabilidad genómica, y es por eso que se le 
conoce como el “guardián del genoma” (391).  

 La proteína p53 puede acetilarse en varias lisinas, localizadas 
principalmente en su extremo C-terminal,  aunque también en la lisina 
120 que se encuentra dentro del dominio de unión al ADN (392). Hay 
artículos que describen la importancia que tiene la lisina 120 en la 
función de p53 como supresor tumoral, ya que la acetilación de este 
residuo dentro del dominio de unión al ADN aumenta la estabilidad de 
la proteína p53, permite la asociación con otras proteínas, y es 
necesaria para las respuestas ante el daño en el ADN, y por lo tanto, 
para la apoptosis mediada por p53 (359) (393) (394). De forma que la 
mutación y pérdida de este residuo en los cánceres humanos anula 
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completamente la apoptosis dependiente de p53 (395). Para poder 
averiguar si la modificación de este residuo se podía relacionar con el 
fenotipo de la LLC, generamos un mutante cambiando la lisina 120 por 
una arginina (K120R), mutación que no cambiaba aparentemente la 
conformación de la proteína. A partir de ensayos realizados con las 
formas agreste y mutada de p53, hemos estudiado cómo la 
neddilación de este residuo influye sobre la función de p53 y el 
fenotipo celular de la LLC .  

 Los resultados obtenidos hasta el momento, derivados de 
ensayos preliminares que se han realizado en el laboratorio, muestran 
que la mutación en sí no tuvo efecto sobre la actividad transcripcional 
de la proteína p53. Tampoco sobre su localización subcelular. Esto 
contrasta con lo publicado por otros autores, que describen que 
ciertos mutantes de p53 se localizan en el citoplasma, mostrando 
mayor susceptibilidad a sufrir ubiquitinaciones, tanto en las lisinas que 
se encuentran en el extremo C-terminal como en el dominio de unión 
al ADN. Sin embargo, hay lisinas cuyas mutaciones pueden inhibir la 
ubiquitinación, y por lo tanto rescatar la localización nuclear de la 
proteína (358). Hecho que podría explicar que no observemos 
cambios significativos en la localización intracelular de nuestro 
mutante p53-K120R, con respecto a la forma p53 agreste.  

 Ya que parece que la modificación por acetilación de la lisina 
120 es clave para que la proteína p53 ejerza su función como supresor 
tumoral, nos preguntamos qué ocurría cuando se modificaba este 
residuo por NEDD8. Nuestros datos indican una potente regulación de 
p53 a través de la neddilación de la lisina 120, ya que afecta a la 
supervivencia de las células B y a su respuesta a quimioterápicos como 
la fludarabina. Pero son varios los posibles mecanismos por los cuales 
esta PTM podría estar afectando a la actividad de la proteína p53. Para 
intentar determinar el proceso, primeramente decidimos analizar cómo 
afectaba la neddilación a la estabilidad de la proteína p53. Tras el 
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análisis de los extractos celulares, lo que observamos fue que la 
neddilación de la proteína p53 no afectaba a su estabilidad, 
independientemente de la presencia de la mutación. Sin embargo, la 
ubiquitinación sí que provocaba una disminución dependiente de 
dosis en la estabilidad de la proteína, más pronunciada en el caso de la 
forma mutada. Tras descartar una posible regulación a través de 
cambios en la estabilidad de la proteína y cambios en su localización 
subcelular, nos planteamos la posibilidad de que el péptido NEDD8 
pudiera estar interfiriendo con la unión al ADN de la proteína p53. Para 
responder a esta pregunta llevaremos a cabo ensayos de tipo ChIP y 
ELISA, que no han podido realizarse aún en el momento de escritura 
de esta tesis. Pero sí hemos podido aportar datos que indican que la 
neddilación de la lisina 120 afecta a la dimerización de la proteína, a 
través de un experimento en el que se demostraba que la modificación 
de este residuo interfiere con la inhibición que ejerce p53 sobre la 
transactivación de un elemento de respuesta a ∆Np73.   

 Los resultados obtenidos hasta el momento en el laboratorio 
sobre la relevancia que puede tener la neddilación de la lisina 120 de 
p53 en la LLC, y teniendo en cuenta lo que ya está descrito en cuanto a 
la importancia que tiene la acetilación de la misma (359), nos lleva a 
plantear que pueda existir una competencia entre la acetilación y la 
neddilación de esa lisina en esta patología. Hay artículos que 
describen que NAT10 acetila p53 en K120 en respuesta al daño 
producido en el ADN, aumentando la afinidad de p53 por sitios en los 
promotores de genes pro-apoptóticos, lo que correlacionaría con la 
idea de que una neddilación de la lisina 120 bloquee su acetilación y 
por tanto la actividad pro-apoptótica de p53 en células B-LLC (359) 
(393). Curiosamente, NAT10 es una proteína acetiltransferasa nucleolar 
(407), y sabemos que la variante más típica de la LLC carece de 
nucleolos, lo que podría afectar a la acción que NAT10 ejerce sobre la 
funcionalidad de p53, quizá alterando el equilibrio entre acetilación y 
neddilación. 
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 A modo de resumen, este trabajo de tesis muestra que las 
modificaciones postraduccionales desempeñan una función 
importante en la etiología de la leucemia linfática crónica. Por un lado, 
hemos encontrado que la sobreexpresión del gen FANCA es un 
marcador de mal pronóstico en esta patología. FANCA participa en la 
degradación de p53 mediada por MDM2. Por otro lado, nuestro 
rastreo muestra que la LLC presenta un nivel elevado de 
modificaciones postraduccionales, algunas de las cuales se revierten 
por la acción del inhibidor de la neddilación MLN4924. Este aumento 
de las PTM afecta a miembros de las rutas de señalización descritas 
como afectadas en la LLC. Hemos iniciado la caracterización de la 
modificación encontrada en la proteína p53 en LLC, y nuestro datos 
indican que puede tratarse de una neddilación que interfiere con la 
función de p53. 
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VI. CONCLUSIONES.



	



	

1. La expresión elevada de las proteínas FANCA y FANCI se puede 
correlacionar con la interacción de las células B-LLC con el estroma 
de los órganos linfoides, un factor de supervivencia conocido para 
estas células. 

2. La expresión elevada de las proteínas FANCA y FANCF se ha 
asociado estadísticamente con progresión de la enfermedad. 

3. La sobreexpresión de FANCA se relaciona estadísticamente con la 
del 11q23 y una menor supervivencia libre de progresión en los 
pacientes con LLC. 

4. La sobreexpresión de FANCA podría considerarse un marcador de 
mal pronóstico en la LLC. 

5. La sobreexpresión de FANCA regula positivamente la expresión de 
muchos genes de supervivencia celular. 

6. La sobreexpresión de FANCA bloquea la expresión de genes diana 
de p53 como p21 y ∆Np73, lo que podría explicar la asociación de 
la sobreexpresión de FANCA con progresión y peor pronóstico de 
los pacientes con LLC. 

7. FANCA colabora con la ubiquitinación y degradación de p53 
mediada por MDM2. La disminución de la estabilidad de p53 se 
correlaciona con el aumento en la proliferación de células B-LLC. 

8. Las proteínas FANCA y NUB1L participan en la estabilidad y 
localización subcelular de p53. 

VI. CONCLUSIONES.
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9. La LLC presenta un nivel elevado de Modificaciones 

postraduccionales, algunas de las cuales se revierten por la acción 
del inhibidor de la neddilación MLN4924. 

10. El aumento en las PTM afecta a miembros de las rutas de 
señalización descritos como alterados en la LLC. 

11. La neddilación de la lisina 120  modula  la función de la proteína 
p53, inhibiendo la transcripción de algunos de sus genes diana con 
función pro-apoptótica, como PUMA y NOXA en células LLC. 

12. La neddilación de la lisina 120 de p53 no afecta a su estabilidad, ni 
a su localización subcelular.  

13. La  neddilación de la lisina 120 interfiere con la dimerización del 
p53.  

14. La neddilación de la lisina 120 afecta a la viabilidad de las células B-
LLC en respuesta a quimioterápicos como la Fludarabina. 
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1. Abreviaturas. 

IX. APÉNDICES.

Abreviaturas

14-3-3: Proteína activadora de tirosina 3-
monooxigenasa/triptófano 5-monooxigenasa.

A-T: Ataxia - telangiectasia.

Ac: Anticuerpo.

ADN : Ácido desoxirribonucleico.

AF: Anemia de Fanconi.

AKT: Proteína serina-treonina quinasa.

AMP: Adenosín monofosfato cíclico.

ANOVA: Análisis de la varianza.

AP-1: Proteína activadora 1.

APAF-1: Factor 1 activador de proteasas de apoptosis.

APC2: Subunidad del complejo APC/C promotor de 
la anafase.

APP: Proteína precursora amiloide.

ARN: Ácido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero

ARNseq: Secuenciación del transcriptoma.

ARNt: ARN de transferencia. 309



	
ATG-12: Proteína 12 similar a ubiquitina (UBL) 

relacionada con la autofagia.

ATG-8: Proteína 8 similar a ubiquitina (UBL) 
relacionada con la autofagia.

ATM: Ataxia-telangiectasia mutado.

ATP: Adenosina trifosfato.

ATR: ATM relativo a Rad3.

BAD: Antagonista de Bcl-2 en la muerte celular.

BAK: Antagonista de Bcl-2 /asesino 1

BAX: Proteína X asociada a Bcl-2.

BCA: Ácido bicinconínico.

Bcl-2: Proteína 2 de linfoma de células B.

Bcl-w: Proteína 2 similar a Bcl-2.

Bcl-x: Proteína 1 similar a Bcl-2.

Bcl-xL: Isoforma larga de la proteína 1 similar a Bcl-2.

Bcl-xS: Isoforma corta de la proteína similar a Bcl-2.

BCR: Receptor de célula B.

Bfl-1: Gen relacionado con Bcl-2 en hígado fetal.

BH: Dominio de homología a Bcl-2.

BID: Dominio agonista de muerte celular que 
interacciona con Bcl-2.

BIK: Asesino que interacciona con Bcl-2.

BIM: Mediador de muerte celular que interacciona 
con Bcl-2.310



	
BIRC2: Proteína 2 que contiene la repetición de IAP 

(proteína inhibidora de apoptosis)

BIRC3: Proteína 3 que contiene la repetición de IAP 
(proteína inhibidora de apoptosis)

BLNK: B cell linker protein.

Bmf: Factor modificador de Bcl-2.

BMSCs: Células estromales de médula ósea.

BR: Bendamustina/Rituximab.

BRCA: Breast cancer.

BSA: Albúmina de suero bovino.

BTB: Dominio de las proteínas adaptadoras que 
reclutan sustratos en las CRL de tipo 3.

BTK: Tirosina quinasa de Bruton.

c-Rel: Factor de transcripción de NF-κB, codificado 
por el gen REL.

cADN: ADN complementario.

Cas9: Proteína 9 asociada a CRIPR.

Caspasa: Proteasas cisteín-ácido aspártico.

CDDP: Cis-platino.

CDK: Quinasia dependiente de ciclina.

CDKN1: p21

CDT1: Chromatin licensing and DNA replication 
Factor 1.

CFSE: Éster succinimidílico de diacetato de 
carboxifluoresceína. 311



	
CHK1: Quinasa del punto de control 1.

CHK2: Quinasa del punto de control 2.

CKI: Inhibidor de CDK.

COP9: Metaloproteasas dependiente de Zinc. Enzima 
de-neddilante.

CRISPR: Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas 
y regularmente interespaciadas.

CRL: Ligasas de ubiquitina Cullin-RING.

CUL: Cullina. Cullin

CXCL: Receptor de quimioquinas C-X-C.

CXCR: Receptor de quimioquinas C-X-C.

Cys: Cisteína.

DBS: Roturas de doble hebra.

DCN1: Ligasa E3 de neddilación.

DD: Dominio de muerte.

DDB1: Proteína de unión al daño en el ADN.

DDR: Daño producido en el ADN.

DEG: Genes expresados diferencialmente.

del: Deleción.

DEN1: Enzima de-neddilante.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

diGly: Resto de dos glicinas (GG).
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DMEN: Dulbecco´s modified eagle medium.

DMSO: Dimetilsulfóxido

DNA-PK: Proteína quinasa dependiente de ADN.

dNTPs: Desoxirribonucleótidos trifosfato.

DTT: ditiotreitol

DUBs: Enzimas deubiquitinasas.

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético.

EGFR: Factor de crecimiento epidérmico.

EGTA: Ácido etilenglicol tetraacético.

ERK: Quinasa regulada por señales extracelulares.

F-Box: Receptor de sustrato para las CRL de tipo 1.

FA-BRCA: Ruta Fanconi-BRCA.

FADD: Fas associating protein with DD.

FANC: Grupo de Proteínas perteneciente a la familia 
de genes de AF.

FBS: Suero bovino fetal.

FCR: Fludarabina/Ciclofosfamida/Rituximab.

FDB: Fludarabina.

FISH: Hibridación in situ fluorescente.

FITC: Isotiocianato de fluoresceína.

GFP: Green Fluorescent protein.
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GO: Ontología génica.

HR: Recombinación homóloga.

Hrk: Proteína de muerte 5/“harakin”

IAP: Proteína inhibidora de la apoptosis.

ICL: Enlaces cruzados de ADN.

Ig: Inmunoglobulina.

IGHV: Región variable de las cadenas pesadas de las 
inmunoglobulinas.

IKK: Quinasa de IκB. Formada por IKK⍺, IKKβ y 
NEMO.

IL-1: Interleuquina 1

IκBα: Inhibidor alfa de NF-κB.

JNK: Quinasa de Jun en N-terminal.

kD: KiloDalton.

LLC: Leucemia linfática crónica B.

LYN: Nueva proteína tirosina quinasa relacionada 
con Lck/Yes/tirosina quinasa Lyn.

Lys: Lisina.

LysC: Endoproteinasa.

M-LLC: Células LLC con IGHV mutado.

MAPK: Quinasa activada por mitógeno.

Mcl-1: Secuencia 1 de leucemia de células mieloides.

MDM2: Murine double minute 2.
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miARN: Micro ARN.

MK2: Proteína quinasa 2 activada por MAPK.

MLN4924: Inhibidor de la neddilación. (pevonedistat).

MMC: Mitomicina c.

MMTV: Virus del tumor mamario de ratón.

MOMP: Permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa.

MSCs: Células estromales de origen mesenquimal.

mTOR: Diana de rapamicina en células de mamífero.

MYD88: Proteína adaptadora.

NAE: Enzima activadora de NEDD8.

NEDD8: Péptido similar a ubiquitina.

NEMO: Modulador esencial de NF-κB. Conocido 
también por IKK!.

NER: Reparación por excisión de nucleótidos.

NF-κB: Factor nuclear k B.

NHEJ: Recombinación no homóloga.

NIK: Quinasa inductora NF-κB.

NK: Células “Natural Killer”.

NLCs: Nurse-like cells

NOTCH1: proteína 1 homóloga del locus neurogénico 
NOTCH.

NOXA: Proteína 1 inducida por forbol-12-
miristato-13-acetato. 315



	
NP-40: Nonil fenoxipolietoxietanol.

NRF2: Factor de transcripción involucrado en 
respuesta al estrés oxidativo.

NUB1: NEDD8 ultimate buster-1.

ORF: open reading frame

PARC: Proteína de anclaje citoplasmática.

pb: Pares de bases.

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica.

PBS: Tampón fosfato salino.

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.

PH: Dominio de homología a pleckstrina.

PI3K: Quinasa de fosfatidilinositol-4, 5-bifosfato.

PIKK: Proteína con actividad quinasa similar a PI3K.

PIP2: Fosfatidilinositol -4,5 -bifosfato.

PIP3: Fosfatidilinositol trifosfato.

PKA: Proteína quinasa A.

PKC: Proteína quinasa C.

PLC-2: Fosfolipasa C 2.

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

PTK: Proteína tirosin quinasa.

PTM: Modificaciones postraduccionales.
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PUMA: Modulador de la apoptosis inducido por 

TP53/componente 3 de unión a Bcl-2.

PVDF: Fluoruro de polivinildeno.

qPCR: PCR cuantitativa.

r.p.m: Revoluciones por minuto.

RAF-1: Proteína quinasa serina/treonina.

RAS: Proteína G señalizadora. Familia de proteínas 
GTPasas.

RBX1: Subunidad del dominio RING-BOX de ligasas 
E3. Homólogo RBX2.

RelA: Factor de transcripción de NF-κB, codificado 
por el gen RELA

RelB: Factor de transcripción de NF-κB, codificado 
por el gen RELB.

RIP: Proteína inactivadora de ribosomas.

RLD: dominios homólogos al regulador de la 
condensación de la cromatina RCC1

RPMI: Roswell Park Memorial Institute.

RT-PCR: PCR con transcripción reversa.

SCF: Ligasa de ubiquitina (SKP1-Cullin-Fbox)

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con 
dodecilsulfato sódico.

SDS: Dodecilsulfato sódico.

SF3A1: Subunidad 1 del factor de splicing 3a.

SF3B1: Subunidad 1 del factor de splicing 3b.

SH2: Src homology 2.
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shRNA: Small harping RNA.

SKP1: Proteína adaptadora.

SOCS: Receptor de sustrato para las CRL de tipo 2.

Sp1: Factor de transcripción.

SPSS: Statistical package for the social sciences.

SRC: Activador de tirosin quinasas de membrana o 
citoplasmáticas.

STAT: Traductor de señales y activador de la 
transcripción.

STAT3: Traductor de señales y activador de la 
transcripción 3.

SUMO: Small Ubiquitin-like modifier.

SV40T: Simian virus 40 T antigen.

SYK: Proteína tirosin quinasa del bazo.

TA: Temperatura ambiente.

TAD: Dominio de transactivación.

Taq: Polimerasa de Thermophilus Aquaticus.

TBE: Tris-borato EDTA.

tBID: Proteína BID truncada.

TBS-T: Tampón tris salino con 0,1% de Tween®20

TH: Dominio de homología Tec quinasas.

Tm: Temperatura de melting.

TM: Dominio transmembrana.
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TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TP53: Antígeno tumoral celular p53.

TPA: 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato.

TRADD: TNF receptor - associating protein with DD.

TRAF: Miembro de la familia de proteínas del factor 
asociado al receptor TNF.

Tris: Trisaminometano.

U-LLC: Células LLC con IGHV no mutado.

UBA3: Enzima E1 activadora de ubiquitina.

UBB/Ub: Ubiquitina.

UBC: Enzima E2 conjuradora de ubiquitina.

UBE2F: Enzima E2 de conjugación específica de 
NEDD8. 

UBE2M: Enzima E2 de conjugación específica de 
NEDD8. (UBEC12).

UBE2T: Enzima E2 de conjugación de ubiquitina.

UBL: Modificación similar a ubiquitina.

UCH-L3: Hidrolasa C-termianl de ubiquitina.

UFD: Dominio globular de ubiquitina.

ULP: Proteasas de tipo ubiquitina.

USP: Proteasas específicas de ubiquitina.

UV: Radiación ultravioleta.
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VECs: Células endoteliales vasculares.

Vm: Vimentina.

WB: Western Blotting.

WS: Síndrome de Werner.

wt: Wild type. Agreste.

WW: Dominio proteico modular que media 
interacciones específicas con ligandos.

XIAP: Proteína inhibidora de la apoptosis (IAP) 
ligada al cromosoma X.

XLA: Agammaglobulinemia ligada a cromosoma X.

XP: Xeroderma pigmentosum.

ZAP-70: Proteína asociada ξ de 70 kDa. 

ZMYM3: Gen implicado en la remodelación de la 
cromatina.

320



	
2. Índice de Figuras y Tablas. 

Figuras.

37 Figura 1: Esquema de ubiquitinación.

39 Figura 2: Estructura de las ligasas de ubiquitina HECT-E3.

40 Figura 3: Estructura de las ligasas de ubiquitina RING-E3.

41 Figura 4: Diferentes tipos de estructuras que pueden 
presentar las ligasas de ubiquitina RING-E3.

42 Figura 5: Diagrama de una ligasa de ubiquitina E3-Cullin-
RING.

44 Figura 6: Diferentes estructuras CRL en función del tipo de 
CUL que forma el núcleo catalítico junto con la proteína 
RING.

47 Figura 7: Esquema de Neddilación.

63 Figura 8: Principales tratamientos de la LLC y sus dianas 
moleculares.

67 Figura 9: Esquema de las vías de la apoptosis.

73 Figura 10: Microambiente de la LLC.

75 Figura 11: Diagrama de las rutas de señalización alteradas 
en la LLC.

80 Figura 12: Esquema de las vías de señalización del BCR.

83 Figura 13: Vías de señalización de la ruta NF-κB.

90 Figura 14: Activación de los puntos de control del ciclo 
celular en respuesta a los DSB mediada por ATM.

92 Figura 15: Esquema de las vías que se activan en respuesta 
al daño producido en el ADN mediadas a través de p53.

321



	
134 Figura 16: Diferencias en la expresión de genes FANC, 

analizados por qPCR, entre pacientes con LLC y células B 
CD19+ de control, obtenidas a partir de amígdalas 
resecadas o sangre periférica de donantes sanos.

136 y 137 Figura 17: Análisis de la expresión de los genes FANCA, 
FANCF, FANCI, FANCD2 y FANCB mediante qPCR en 
muestras de LLC, de acuerdo con el nivel de progresión de 
la enfermedad.

138 Figura 18: Probabilidad de progresión en función del nivel 
de expresión de FANCA en pacientes con LLC.

139 Figura 19: Alteración de la expresión génica inducida por 
FANCA.

141 Figura 20: Variación en la expresión de genes diana de p53 
inducida por FANCA.

142 Figura 21: La sobreexpresión de FANCA altera la expresión 
del ARNm de p21. 

143 Figura 22: La sobreexpresión de FANCA altera la expresión 
del ARNm de dianas de p53 como p21 y ΔNp73⍺. 

144 Figura 23: El silenciamiento de la expresión de FANCA 
favorece la expresión del ARNm de p21.

145 Figura 24: Una mutación dirigida por CRISPR/Cas9 sobre la 
proteína FANCA favorece la expresión del ARNm de p21.

147 Figura 25: La sobreexpresión de FANCA favorece la 
proliferación de las células B linfoblastoides.

148 Figura 26: Efecto de FANCA sobre la proliferación de 
células B-LLC.

150 Figura 27: Las proteínas FANCA y NUB1L cooperan en la 
inhibición de la función del gen p53.

151 Figura 28: Las proteínas FANCA y NUB1L cooperan en la 
inhibición de la función del gen p53.

322



	
152 Figura 29: Las proteínas FANCA y NUB1L cooperan en la 

disminución de la estabilidad del gen p53.

153 y 154
Figura 30: Las proteínas FANCA y MDM2 cooperan en la 
desestabilización de la proteína p53. 

155 Figura 31: FANCA y NUB1L promueven la localización 
citoplasmática de p53.

159 y 160 Figura 32: Diagramas de porcentajes.

172 Figura 33: El tratamiento con MLN4924 parece afectar al 
porcentaje de sombras de Gumprecht en pacientes LLC.

177 Figura 34: El MLN4924 altera la expresión de varios genes 
diana de la ruta NF-κB.

178 Figura 35: Alteración de la expresión génica inducida por 
MLN4924.

184 Figura 36: El mutante K120R de la proteína p53 no afecta la 
actividad transcripcional de p53.

185 Figura 37: El mutante K120R de la proteína p53 no afecta la 
localización subcelular de p53.

186 Figura 38: El mutante K120R de p53 no afecta la estabilidad 
de la proteína p53.

187 Figura 39: La neddilación de la lisina 120 afecta a la función 
de la proteína p53.

188 Figura 40: Efecto de la neddilación de K120 sobre la 
transcripción de genes diana de p53 en células MEC-1.

189 Figura 41: La neddilación de la lisina 120 no afecta a la 
estabilidad de la proteína p53.

190 Figura 42: La modificación de la lisina 120 interfiere con el 
dominio de unión al ADN de la proteína p53, en su 
interacción con ∆Np73.

323



	
191 Figura 43: La neddilación de la lisina 120 afecta a la 

viabil idad de las células B-LLC en respuesta a 
quimioterápicos como la Fludarabina.

Tablas.

105 y 106
Tabla 1: Características generales de los 101 pacientes de 
LLC estudiados.

110 a 114 Tabla 2: Listado de líneas reactivos empleadas.

117 Tabla 3: Listado de las secuencias de los cebadores 
utilizados.

124 
125

Tabla 4: Listado de los anticuerpos primario empleados.

125 Tabla 5: Listado de los anticuerpos secundarios utilizados.

135 Tabla 6: Diferencias en las características clínicas y 
citogenéticas de los pacientes estudiados, en relación con 
su nivel de expresión de FANCA.

139 y 140 Tabla 7: Genes expresados diferencialmente en células B-
LLC que sobreexpresan FANCA, relacionados con la 
regulación negativa de la muerte celular.

158 Tabla 8: Tabla de las características clínicas, analíticas y 
citogenéticas de los dos pacientes LLC analizados en el 
rastreo.

161 Tabla 9: Tabla de las proteínas Cullinas que se encuentran 
modificadas en nuestro rastreo.

162 Tabla 10: Tabla de enzimas pertenecientes a la cascada de 
neddilación que se encuentran modificadas en nuestro 
rastreo.

162 Tabla 11: Tabla de los diferentes residuos del péptido 
NEDD8 que se encuentran modificados en nuestro rastreo.

324



	
163 a 169 Tabla 12: Tabla de histonas que se encuentran modificadas 

en nuestro rastreo.

170 y 171 Tabla 13: Tabla de proteínas del citoesqueleto que se 
encuentran modificadas en nuestro rastreo.

173 Tabla 14: Tabla de proteínas implicadas en el splicing del 
RNA que se encuentran modificadas en nuestro rastreo. 

174 Tabla 15: Tabla de sitios específicos de la quinasa BTK que 
se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

176 Tabla 16: Tabla de sitios específicos de las quinasas LYN y 
SYK que se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

179 Tabla 17: Tabla de proteínas implicadas en la ruta  NF-κB 
que se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

180 Tabla 18: Tabla de la modificación encontrada en la 
proteína MIB1, implicada en la ruta Notch.

181 Tabla 19: Tabla de factores de transcripción implicados en 
la ruta Notch que se encuentran modificados en nuestro 
rastreo.

182 Tabla 20: Tabla de proteínas implicadas en la reparación del 
ADN que se encuentran modificadas en nuestro rastreo. 

183 Tabla 21: Tabla de los proteínas implicadas en la reparación 
del ADN y ubiquitinación que se encuentran modificadas 
en nuestro rastreo. 

325



	

326



	



	


	CUBIERTA
	PORTADA
	ÍNDICE.
	I. INTRODUCCIÓN
	1. Modificaciones Postraduccionales.
	1.1. Clasificación y Función de las ModificacionesPostraduccionales
	1.2. Ubiquitinación
	1.2.1. HECT-E3 ubiquitin ligasas.
	1.2.2. RING-E3 ubiquitin ligasas

	1.3. Neddilación.
	1.3.1. Enzimas deubiquitinasas DUBs
	1.3.2. Inhibidores de Neddilación


	2. Aspectos Clínicos de la Leucemia Linfática Crónica
	2.1. Características Generales.
	2.2. Progresión Clínica - Estratificación del riesgo.
	2.3. Marcadores pronóstico - Estadío Clínico al diagnóstico
	2.3.1. Edad, expresión de β2-microglobulina
	2.3.2. Estado mutacional de los genes IGHV
	2.3.3. Expresión de ZAP-70 y CD38
	2.3.4. Anomalías citogenéticas
	2.3.5. Mutaciones recurrentes en los genes TP53, ATM, NOTCH,SF3B1, BIRC3

	2.4. Diagnóstico
	2.4.1. Generalidades Fisiológicas / Fisiología
	2.4.2. Inmunofenotipo
	2.4.3. Características Morfológicas / Morfología.

	2.5. Tratamiento
	2.5.1. Quimioterapia
	2.5.2. Quimioinmunoterapia
	2.5.3. Inhibidores de las rutas de señalización


	3. Aspectos Moleculares de la Leucemia LinfáticaCrónica
	3.1. Características Moleculares
	3.1.1. Maquinaria de apoptosis
	3.1.2. Familia de proteínas Bcl-2.
	3.1.3. Microambiente.

	3.2. Rutas de señalización
	3.2.1. Receptor de célula B.
	3.2.2. Vía de supervivencia NF-κB
	3.2.3. Ruta de señalización NOTCH
	3.2.4. Regulación del ciclo celular
	3.2.5. Reparación del Daño en el ADN



	II. OBJETIVOS
	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	1. Características de los pacientes y tiempo deprogresión
	2. Cultivos Celulares
	2.1. Líneas y Cultivos Celulares
	2.2. Transfección Celular
	2.2.1. Método del Fosfato cálcico
	2.2.2. Método del FuGENE
	2.2.3. Electroporación
	2.2.4. Superfect


	3. Reactivos
	4. Análisis de la Expresión Génica mediante RT-PCR yRT-qPCR.
	4.1. Extracción de ARN
	4.2. Obtención del ADN complementario
	4.3. Diseño de oligonucleótidos cebadores para PCR y qPCR.
	4.4. Detección de la expresión génica mediante PCRsemicuantitativa
	4.5. Detección de la expresión génica mediante PCRcuantitativa (qPCR) a tiempo real

	5. Análisis estadístico.
	6. Análisis de secuenciación de ARN
	7. Análisis de la actividad transcripcional medianteconstrucciones reporteras de luciferasa
	8. Análisis de Proteínas por Western Blotting
	9. Inmunofluorescencia de p53
	10. Producción de virus e Infección lentiviral
	11. Ensayos de proliferación celular
	12. Estudio del neddiloma

	IV. RESULTADOS
	1. Función que desempeña el gen FANCA en la LLC.
	1.1. Expresión de genes FANC en muestras de LLC.
	1.2. Asociación estadística entre la sobreexpresión de FANCA yun peor pronóstico clínico en pacientes con LLC.
	1.3. La sobreexpresión de FANCA en las células de la LLC alterala expresión de muchos genes de supervivencia celular
	1.4. La sobreexpresión de FANCA en células de LLC afecta laexpresión de las dianas de p53, p21 y ΔNp73
	1.5 FANCA activa la proliferación celular de los linfocitos B-LLC.

	2. Relación entre la neddilación y FANCA
	2.1. FANCA coopera con la proteína NUB1 en la inhibición dep53.

	3. Estudio de la función de la neddilación en laLeucemia Linfática Crónica
	3.1. Estudio del neddiloma.
	3.2. Proteínas modificadas por neddilación
	3.2.1. Proteínas implicadas en la remodelación de la cromatina yel citoesqueleto.
	3.2.2. Proteínas implicadas en el metabolismo del ARN (RNAsplicing
	3.2.3. Rutas activadas por el Receptor de célula B
	3.2.4. Proteínas de la ruta NF-κB
	3.2.5. Proteínas de la ruta NOTCH
	3.2.6. Proteínas de reparación del ADN



	V. DISCUSIÓN.
	1. Estudio de la función que desempeña FANCA en laLLC.
	2. Relación entre las modificaciones postraduccionales yFANCA
	3. Es tudi o de l pape l de l a s modific a c ione spostraduccionales, y en especial la neddilación, en laLeucemia Linfática Crónica

	VI. CONCLUSIONES
	VII. BIBLIOGRAFÍA
	VIII. ANEXOS.
	IX. APÉNDICES.



