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1. RESUMEN 
Los glioblastomas (GBs) son los tumores cerebrales malignos más frecuentes y 

agresivos en individuos adultos, y representan un importante problema de salud debido 

a su alta tasa de mortalidad y a que no existen terapias efectivas para su tratamiento. 

Por lo tanto, la identificación de nuevos blancos de intervención farmacológica puede 

proporcionar alternativas terapéuticas para el tratamiento de este tipo de tumores. 

Recientemente se ha reportado que PTP1B, una proteína fosfatasa de tirosinas de tipo 

no receptor, se encuentra sobre-expresada en distintos tipos de tumores y tiene un 

papel importante durante la carcinogénesis. Sin embargo, aún no se ha identificado 

cuales de sus sustratos son relevantes durante la carcinogénesis, y el papel que tiene 

PTP1B en el desarrollo de los GBs es desconocido. 

Para identificar sustratos de PTP1B que participen en el desarrollo del cáncer, 

empleamos la técnica de “Marcaje Isotópico Estable en Cultivo Celular” o SILAC, por 

sus siglas en inglés, identificamos a la Cinasa Dependiente de Ciclina 3 (Cdk3) como 

un nuevo sustrato de PTP1B. Estudios de acoplamiento o “docking” local y de dinámica 

molecular nos permitieron determinar que existe una interacción estable entre el 

dominio catalítico de PTP1B y Cdk3. Además, un ensayo bioquímico para determinar 

actividad de fosfatasa in vitro confirmó que PTP1B desfosforila a Cdk3 en el residuo de 

Tyr15. De manera interesante, observamos que estas dos proteínas interactúan 

físicamente en el núcleo y citoplasma de distintas líneas celulares derivadas de GBs 

humanos. Nuestros resultados mostraron que la inhibición farmacológica o el 

silenciamiento genético con siRNAs de PTP1B causa un arresto del ciclo celular, la 

hipofosforilación de Rb, y la regulación negativa de la expresión de los genes blanco de 

E2F: Cdk1, Ciclina A y Ciclina E1. Estos resultados demuestran la existencia de una 

ruta de señalización PTP1B-Cdk3, necesaria para una adecuada progresión del ciclo 

celular dependiente de Rb-E2F en células de GB humano, y proporciona nuevas 

alternativas terapéuticas para el abordaje de este tipo de tumores. 
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2. ABSTRACT 
Glioblastoma (GB) is the most common and aggressive malignant brain tumor in adults 

and represents an important health problem due to its poor prognosis and the lack of 

effective therapies. Therefore, the identification of novel potential therapeutic targets 

may provide new pharmacological strategies for the treatment of these tumors. 

Mounting evidence also indicates that PTP1B, a classical non-transmembrane 

protein tyrosine phosphatase, is overexpressed in different types of tumors and plays a 

key role in the development of cancer. However, not all its substrates have been 

identified and its role in GB development remains to be determined.  

To identify molecular targets of PTP1B that mediate its role in carcinogenesis, we 

undertook a SILAC-based phosphoproteomic strategy, which allowed us to identify 

Cdk3 as a novel PTP1B substrate. Local docking and molecular dynamics studies 

revealed stable interactions between the PTP1B catalytic domain and Cdk3. In addition, 

we confirmed that PTP1B dephosphorylates Cdk3 at Tyrosine residue 15 in an in vitro 

phosphatase assay. In addition, we observed that endogenous PTP1B and Cdk3 

interact in the nucleus and cytoplasm of human GB cell lines. Next, we found that 

inhibition of PTP1B with small-molecule inhibitors or its knockdown with siRNA induces 

cell cycle arrest with reduced activity of Cdk3, hypophosphorylation of Rb, and the 

diminished expression of E2F target genes Cdk1, Cyclin A, and Cyclin E1. These 

findings suggest that a novel signaling pathway from PTP1B to Cdk3 is required for 

efficient cell cycle progression in an Rb-E2F dependent manner in human GB cells and 

suggest new therapeutic opportunities for the treatment of these type of brain tumors. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1 Cáncer 
De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer es un conjunto de 

enfermedades en las que las células crecen de forma descontrolada, pueden invadir 

otros órganos, y originarse en cualquier órgano o tejido del cuerpo [1].  

En el año 2000, Robert Weinberg y Douglas Hanahan propusieron que la mayoría de 

los tumores compartían al menos seis rasgos moleculares, bioquímicos y celulares 

denominados capacidades adquiridas o “hallmarks”, los cuales conducen a la 

transformación de células normales en derivados altamente malignos. Estas 

capacidades son la inmortalidad replicativa, la capacidad de inducir angiogénesis, 

resistencia a la muerte celular, proliferación celular sostenida, evasión de la acción de 

supresores tumorales y, una alta capacidad invasiva y de metástasis [2]. En 2011, se 

propuso que la capacidad de evasión del sistema inmunológico y la reprogramación del 

metabolismo celular eran dos capacidades adquiridas emergentes, y que además la 

tumorigenesis asociada a inflamación y la inestabilidad genética participan de manera 

importante en el desarrollo tumoral [3]. Finalmente, en 2022 se incluyeron la plasticidad 

fenotípica, la reprogramación epigenética y la influencia del microbioma como factores 

importantes en el desarrollo del cáncer, y se reconoce la participación de las células 

senescentes como actores importantes en el microambiente tumoral (Figura 1) [4]. Esta 

serie de características en conjunto nos proporcionan un marco para la comprensión de 

la compleja biología del cáncer. 
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Figura 1. Capacidades adquiridas en el cáncer. Se ilustran las diferentes 
características adquiridas del cáncer, las cuales están involucradas en el proceso de 
transformación celular, cada una con un mecanismo que conduce a la formación del 
fenotipo maligno. Modificado de Hanahan, 2022. 
 

3.2 Epidemiologia del cáncer 
La Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC, por sus siglas en 

inglés) reportó que en 2020 esta enfermedad fue el principal problema de salud pública 

en el mundo, causando más de 10 millones de muertes [5]. Los tipos de cáncer con 

mayor incidencia son el de mama, pulmón, colorrectal, próstata, estómago e hígado, 

aunque otros tipos de cáncer han mostrado un incremento en su incidencia en los 

últimos años. Tal es el caso de los tumores del sistema nervioso central (SNC), que en 

2020 a nivel mundial tuvieron un total de 308,102 nuevos casos registrados y de 

251,329 muertes, colocándolo en el lugar 19 en incidencia y el 12 en mortalidad (Figura 

2).  

 



 

10 

 
Figura 2. Incidencia y mortalidad por cáncer a nivel mundial. En 2020, el cáncer 
fue el principal problema de salud pública en el mundo. La gráfica del lado izquierdo 
muestra el número total de nuevos casos reportados de cáncer en ambos sexos y en 
todas las edades, y la gráfica del lado derecho el número total de muertes reportadas. 
Las barras naranjas muestran el lugar que ocuparon los tumores del SNC en incidencia 
y mortalidad respectivamente. Datos obtenidos de Globocan, 2020.   
 
 
3.3 Tumores del Sistema Nervioso Central 
Los tumores primarios del SNC representan aproximadamente el 2% del total de casos 

de cáncer a nivel mundial [6], y constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias que 

incluyen desde lesiones bien diferenciadas y relativamente benignas, como los 

meningiomas, hasta lesiones altamente invasivas, infiltrantes y poco diferenciadas, 

como el GB [7]. 
El sistema de clasificación de tumores del SNC más completo y actualizado es el de la 

OMS, el cual divide a los tumores del SNC de acuerdo a su tipo histológico, y además 

incorpora el uso de marcadores moleculares de citodiferenciación [8]. Entre los distintos 

tipos de tumores del SNC, los más frecuentes son los que se generan a partir de las 

células gliales, estos constituyen del 40 al 50% de todos los tumores primarios del SNC 

y son clasificados en cuatro grados de acuerdo a su malignidad (Grados I-IV) [9]. Los 

gliomas de grado I y II, también conocidos como astrocitomas, constituyen un grupo 

heterogéneo de tumores los cuales a menudo se presentan en individuos jóvenes entre 

la segunda y la cuarta década de la vida y son ligeramente más comunes en hombres 

de raza blanca. Los gliomas de alto grado (de Grado III, también llamados astrocitomas 

anaplásicos; y de Grado IV o GB, son muy agresivos con una mediana de 
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supervivencia de 3 a 6 meses sin tratamiento, y debido a su naturaleza infiltrante y 

proximidad a estructuras críticas, la resección completa rara vez es posible [6–9].  

 

3.4 Glioblastoma 
De todos los tumores cerebrales, el GB es el más letal, con una tasa de supervivencia 

relativa menor al 33%, y menor al 5% a uno y cinco años a partir de su diagnóstico 

respectivamente; y con una mediana de edad al tiempo del diagnóstico de 64 años [10]. 

Recientemente se han desarrollado alternativas terapéuticas para el tratamiento del 

GB, como por ejemplo esquemas de radiación combinados con quimioterapia [11,12]. 

Sin embargo, un problema que se presenta frecuentemente es la ineficacia de estos 

tratamientos y el desarrollo de resistencia a la terapia, por lo que resulta importante 

identificar moléculas relevantes para el desarrollo y sobrevivencia de las células de GB 

que tengan el potencial de ser empleadas como nuevos blancos de intervención 

terapéutica. En los últimos años, las Proteínas Fosfatasas de Tirosina (PTPs por sus 

siglas en inglés), han llamado la atención de la industria farmacéutica, ya que se ha 

demostrado su participación en el desarrollo y progresión no solamente de los gliomas, 

sino de distintos tipos de cáncer, al regular distintas rutas de señalización importantes 

para la supervivencia, proliferación, migración y regulación del metabolismo de las 

células cancerosas [13,14]. 

 

3.5 Proteínas cinasas de tirosina y proteínas fosfatasas de tirosina 
La fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, es una de las modificaciones 

postraduccionales más importantes ya que es fundamental para la regulación de 

diversos procesos celulares, esta fosforilación favorece cambios conformacionales que 

son indispensables para la formación de interacciones proteína-proteína, para 

determinar la localización de una proteína o para modular la actividad enzimática entre 

otras funciones [15,16]. La fosforilación reversible de proteínas en residuos de tirosina 

es regulada por dos familias de enzimas, las Proteínas Cinasas de Tirosina (PTKs por 

sus siglas en inglés) que transfieren un grupo fosfato al grupo OH de los residuos de 

tirosina de sus proteínas blanco, causando cambios conformacionales-estructurales, e 

iniciando así cascadas de señalización [17]; y las PTPs, que remueven el grupo fosfato 
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de los residuos de tirosina fosforilados [16]. Por lo tanto, el desequilibrio entre la 

actividad de las PTKs y PTPs está íntimamente asociado al desarrollo de diversas 

enfermedades, como por ejemplo el cáncer [19]. 

  

3.6 Clasificación de las PTPs  
En el genoma humano, la superfamilia de las PTPs consta de 107 miembros divididos 

en cuatro distintas clases (Clase I, II, III y IV) de acuerdo a las diferencias en la 

secuencia de aminoácidos en sus dominios catalíticos y al aminoácido que realiza el 

ataque nucleofílico durante la reacción de desfosforilación. Las Clases I (PTPs 

clásicas), II (PTPs de bajo peso molecular – LMPTP) y III (fosfatasas CDC25) están 

constituidas por las PTPs basadas en Cisteína, mientras que la Clase IV (fosfatasas 

EYA) está integrada por las PTPs basadas en Aspartato (Tabla 1) [18,20,21].  

 

   P.M. (kDa) Sustrato 
Clase I Basadas en Cys PTPs Clásicas 48-213 pTyr, PIPs 
  “VH1-like” 21-50 pTyr, pSer, pThr, PIPs, 

Fosfatidilglicerofosfato, 
Fosfoglucógeno, 5’ CAP-
mRNA 

Clase II Basadas en Cys LMPTP 18 pTyr 
Clase III Basadas en Cys CDC25 59-65 pTyr, pThr 
Clase IV Basadas en Asp EYA 59-70 pTyr, pSer 
 
Tabla 1. Clasificación de las PTPs en el genoma humano. Las distintas PTPs se 
dividen en cuatro clases de acuerdo a la similitud en sus dominios catalíticos, al 
aminoácido que realiza el ataque nucleofílico y a sus sustratos preferenciales [22].  
 
La clase más grande de PTPs es la I, la cual se subdivide en dos grupos: las PTPs 

específicas para residuos de fosfotirosina (pTyr) o PTPs clásicas, que incluye a PTPs 

de tipo receptor (PTPRs por sus siglas en inglés) y a las PTPs de tipo no receptor 

(NRPTPs por sus siglas en inglés) (Figura 3); y las fosfatasas semejantes al virus de 

vaccinia H1 o “VH1-like” las cuales son de especificidad dual (DUSPs por sus siglas en 

inglés), y presentan una mayor diversidad en términos de especificidad por sus 

sustratos, ya que además de actuar sobre residuos de pTyr, tienen la propiedad de 

desfosforilar residuos de fosfoserina (pSer), fosfotreonina (pThr), y/o fosfatidilinositoles 

fosfato (PIPs) [20,23]. 
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Figura 3. Representación esquemática de los miembros de la familia PTP en 
humanos. Las PTPs pueden clasificarse en dos distintos tipos de acuerdo a la similitud 
de sus dominios de fosfatasa, las de tipo no receptor (NT) que consta de 9 subtipos, y 
las de tipo receptor (R) que consta de 8 subtipos. Modificado de Andersen et al. 2001 
[24]. 
 
3.7 La proteína fosfatasa de tirosinas 1B (PTP1B), estructura y regulación. 
PTP1B es una enzima de expresión ubicua, y es el prototipo de las NRPTPs. Fue la 

primera fosfatasa de su clase en ser purificada [25,26], clonada [27,28], y cristalizada 

[29,30]. La mayor parte de los hallazgos sobre el mecanismo de regulación, estructura 

y función de las PTPs de la Clase I se describieron inicialmente en PTP1B [31]. Esta 

enzima es codificada por el gen PTPN1 (Proteína Fosfatasa de Tirosina 1 de Tipo No-

Receptor, por sus siglas en inglés) en el genoma humano, y se encuentra localizado en 

el cromosoma 20q13.1 (Figura 4A), en un locus genético que ha sido asociado a 

diabetes tipo 2 y obesidad, el gen PTPN1 tiene un tamaño de mas de 74 kb y su intrón 

1 es inusualmente largo. En células humanas, se han identificado dos transcritos de 
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PTP1B, uno de 4.7 kb que incluye al intrón 9, y otro de menor tamaño (3.5 kb) que 

carece de este intrón (Figura 4B) [32].  

 
Figura 4. Organización genómica y estructura del gen PTPN1. (A) Representación 
gráfica del cromosoma 20 humano. El gen PTPN1 se localiza en el locus 20q13.1, una 
región comúnmente amplificada en cáncer de mama y ovario. (B) La parte superior es 
la representación gráfica del gen PTPN1. Los exones se indican con rectángulos, y las 
regiones 5’ y 3’ no traducidas se encuentran marcadas en color negro. Se indica el sitio 
de inicio de la traducción y la localización de dos sitios de paro, uno en el intrón 9 y otro 
en el exón 10. La parte inferior de la imagen esquematiza al mRNA de PTP1B. En 
humanos se han descrito dos transcritos, uno de 4.7 kb que incluye al intrón 9, y uno de 
3.5 kb en el que este intrón ha sido eliminado por splicing. Modificada de Villamar-Cruz 
et al. 2021 [22]. 
 

De manera interesante, se ha reportado que el locus en donde se localiza el gen 

PTPN1 se encuentra comúnmente amplificado en distintos tipos de cáncer y se ha 

asociado con mal pronóstico [33–36]. 

El gen PTPN1 se traduce en una proteína de 435 aminoácidos, en su extremo N-

terminal se localiza su dominio catalítico (residuos 30-278), dos regiones ricas en 

prolinas (residuos 278-401), de las que al menos la primera de estas en indispensable 

para interacciones proteína-proteína; y en su extremo C-terminal posee una secuencia 
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de 35 aminoácidos (residuos 401-435) que permite el anclaje de PTP1B al retículo 

endoplásmico (RE) (Figura 5) [37,38]. Aunque PTP1B se encuentra anclada al RE 

puede actuar sobre sustratos que se encuentran en distintos compartimentos 

subcelulares, como el citoplasma, núcleo, membrana plasmática, mitocondrias y 

uniones adherentes [39–41]. 

 
Figura 5. Estructura de PTP1B. Representación gráfica de PTP1B, En color azul se 
muestra su dominio catalítico, en rosa el dominio rico en prolinas y en morado la 
secuencia de anclaje al RE. Las flechas indican las modificaciones postraduccionales 
que sufre PTP1B. (S, serina; Y, tirosina; C, cisteína; K, lisina). Modificada de Villamar-
Cruz et al. 2021 [22]. 
 
Distintos estudios han permitido determinar que tanto el dominio catalítico, como los 

dominios no catalíticos de PTP1B son importantes para el reconocimiento y asociación 

con sus sustratos. PTP1B posee regiones ricas en prolina que permiten su interacción 

con distintas proteínas que poseen Dominios de Homología a Src 3 (SH3 por sus siglas 

en inglés), como por ejemplo p130Cas y Src [42,43]. Adicionalmente, el dominio 

catalítico de PTP1B tiene alta especificidad y preferencia por ciertos sustratos. Los 

estudios cristalográficos de la interacción de PTP1B con el Receptor de Insulina beta 

(IRb por sus siglas en inglés) han mostrado que la secuencia E/D-pY-pY-R/K es 

necesaria para el reconocimiento óptimo del sustrato. De hecho, PTP1B tiene 70 veces 

más afinidad por péptidos que contienen tándems de pTyr, que por péptidos con mono-

pTyr [44]. De manera interesante, la secuencia E/D-pY-pY-R/K ha sido empleada para 
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identificar nuevos sustratos de PTP1B como la Cinasa Janus 2 (JAK2 por sus siglas en 

inglés) y la Proteína Cinasa de Tirosinas 2 (TYK2 por sus siglas en inglés) [45]. Aunque 

el motivo con pTyr en tándem es importante para el óptimo reconocimiento de sus 

sustratos, no es indispensable, ya que distintos sustratos bien caracterizados de 

PTP1B no poseen esta secuencia. 

La regulación de los niveles de expresión de PTP1B a nivel transcripcional y 

postranscripcional, así como sus modificaciones postraduccionales han sido 

ampliamente estudiadas desde su descubrimiento. Las regiones promotoras de PTPN1 

en humano y ratón no poseen una caja TATA, pero contienen secuencias ricas en GC y 

sitios de unión para diversos factores de transcripción como Sp1, la proteína de 

respuesta temprana al crecimiento (EGR1 por sus siglas en inglés), el Factor Nuclear 

kappa B (NFkB por sus siglas en inglés), la proteína de unión a la caja Y 1 (YBX1 por 

sus siglas en inglés), y el Receptor de Andrógenos (AR por sus siglas en inglés), entre 

otros [46–48,35]. 

Recientemente, se ha reportado que la expresión de PTP1B también puede ser 

regulada a nivel postranscripcional a través de la interacción de múltiples miRNAs, 

como miR-338-3p, miR-193a-3p, miR-135a, miR-146-b y miR-206 con la región 3’ no 

traducida de su mRNA [49–54]. 

A nivel postraduccional, la actividad de PTP1B puede ser regulada por distintas 

modificaciones, entre las que destacan la oxidación, nitrosilación, sumoiliación, 

fosforilación y corte proteolítico (Figura 5) [55]. Como otros miembros del grupo de las 

PTPs clásicas, PTP1B es susceptible a oxidación por especies reactivas de oxígeno 

(ROS por sus siglas en inglés) [56]. La oxidación del residuo de Cys215 de PTP1B 

suprime su actividad catalítica al convertir el ácido sulfénico (S-OH) en una sulfenamida 

cíclica, en la cual el átomo de azufre de la Cys215 es unido covalentemente al átomo 

de nitrógeno del aminoácido adyacente. Esta oxidación induce un cambio 

conformacional en el sitio activo de la enzima que impide la unión a sus sustratos, y es 

de naturaleza reversible, ya que el ácido sulfénico puede ser reducido y la enzima 

regresa a su forma activa [57,58]. De manera similar a las ROS, las especies reactivas 

de nitrógeno (RNS por sus siglas en inglés) también inhiben la actividad de PTP1B [59]. 

En particular, la S-nitrosilación evita que la Cys215 de PTP1B sea oxidada cuando hay 
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estrés oxidativo, sugiriendo que esta modificación postraduccional protege a PTP1B de 

una inactivación permanente, ya que bajo esas condiciones, el ácido sulfénico que se 

produce durante la oxidación de la Cys215 se convierte en ácido sulfónico en una 

reacción que es de naturaleza irreversible [59]. Otra modificación postraduccional 

importante que modula la actividad de PTP1B es la SUMOilación, esta ocurre en los 

residuos de Lys335 y 347, y la secuencia de anclaje de PTP1B al RE es necesaria para 

que esta fosfatasa sea completamente SUMOilada y translocada a la membrana 

nuclear interna en donde se ha reportado que modula la actividad de su sustrato 

emerina para mantener la arquitectura de la envoltura nuclear [60,41]. 

La fosforilación en residuos de Ser y Tyr también modula la actividad de PTP1B. Se ha 

reportado que el IRb puede fosforilar directamente a PTP1B en los residuos de Tyr66, 

152 y 153. Se ha propuesto que la fosforilación de las Tyr152 y 153 es importante para 

que ocurra la posterior desfosforilación del IRb mediada por PTP1B, ya que la mutación 

de estos residuos disminuye considerablemente la afinidad de esta fosfatasa por la 

forma activa del IR b [61,62]; además la fosforilación de PTP1B en el residuo de Ser50 

por parte de Akt inhibe su actividad y evita que desfosforile al IRb, posiblemente como 

un mecanismo para potenciar la acción de la insulina [63]. También se ha reportado 

que PTP1B es fosforilada en múltiples residuos de Ser durante la mitosis, aunque la 

identidad de las cinasas que la fosforilan no ha sido establecida [64]. Finalmente, se ha 

reportado que en plaquetas la actividad de PTP1B puede ser regulada por el corte 

proteolítico de su extremo C-terminal por calpainas, lo que genera una enzima 

constitutivamente activa [65]. La diversidad de modificaciones postraduccionales que 

modulan la actividad de PTP1B muestra la complejidad de sus mecanismos de 

regulación. 

3.8 Principales vías de señalización reguladas por PTP1B 

Durante los últimos 25 años, diversos estudios han demostrado que PTP1B actúa 

como un regulador de distintas vías de señalización (Figura 6). Los primeros estudios 

de su actividad in vitro mostraron que esta fosfatasa modula negativamente la actividad 

del IRb y sus elementos río abajo [66]. El mecanismo molecular por el cual PTP1B 

regula la señalización de la insulina, consiste en la desfosforilación de los residuos de 
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Tyr972, 1162 y 1163 del IRb [44,61]. Adicionalmente, se ha reportado que en ratones 

deficientes (KO) del sustrato del receptor de insulina tipo 2 (IRS-2 por sus siglas en 

ingles), PTP1B modula negativamente la señalización de IRb/IRS-1 [67]. 

 

Figura 6. Principales rutas de señalización reguladas por PTP1B. PTP1B es un 
regulador negativo de los Receptores de Insulina y Leptina, y actúa como un oncogén 
en el contexto de la tumorigenesis dependiente de HER2/neu. Modificado de Villamar-
Cruz et al. 2021 [22]. 

Además de su papel en la regulación negativa del IRb, se determinó que PTP1B 

también puede atenuar la señalización del Receptor de Leptina al desfosforilar a JAK2, 

la cual es indispensable para la señalización de este receptor, y resulta en la inhibición 

de la síntesis de la hormona estimulante del apetito, el Neuropéptido Y [45]. La 

confirmación de la importancia de PTP1B en la regulación de estas dos vías de 

señalización se obtuvo a partir de la generación de modelos murinos KO de PTPN1, los 

cuales al ser sujetos a una dieta hipercalórica presentaban niveles normales de glucosa 
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e insulina en sangre, a diferencia de sus contrapartes silvestres. Adicionalmente, los 

ratones silvestres de PTPN1 desarrollaban resistencia a la insulina y ganaban 

rápidamente peso, a diferencia de los animales KO y heterocigotos, los cuales 

permanecieron delgados y sensibles a la acción de la insulina [68]. 

Debido a que la inflamación y la activación del sistema inmunológico se encuentran 

estrechamente relacionadas con la obesidad, la patogénesis de la resistencia a la 

insulina y la diabetes tipo 2, y a que PTP1B modula la señalización de los receptores 

de insulina y leptina a través de la regulación de la vía de JAK/STAT, se ha sugerido 

que existe una relación entre la actividad de PTP1B y las rutas de señalización que 

desencadenan la respuesta inmune. La expresión de citocinas como el Factor de 

Necrosis Tumoral a (TNFa) , así como de las Interleucinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6), es parte 

de la respuesta inflamatoria del organismo a los cambios metabólicos inducidos por la 

obesidad [69]. Distintos grupos de investigación han reportado evidencia contundente 

de la participación de PTP1B en la señalización de JAK-STAT [66], así como del 

TNFa e IL-6 [70,71]; por lo que se ha propuesto que PTP1B está directamente 

involucrada en el desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2 a través de la regulación 

directa de los receptores a insulina y leptina, así como de la modulación de la 

respuesta inflamatoria y el reclutamiento de células del sistema inmunológico. 

3.9 PTP1B y cáncer  
La participación de PTP1B en el inicio y progresión del cáncer ha sido ampliamente 

documentada [32,55,72,73]. En la última década distintos estudios han mostrado que 

PTP1B puede actuar como un oncogén o un supresor tumoral dependiendo del 

contexto celular. 

Las propiedades supresoras de tumor de PTP1B fueron inicialmente atribuidas a 

observaciones realizadas en fibroblastos transformados con Neu (el homólogo en rata 

al oncogén HER2/ErbB2 humano), y los resultados obtenidos mostraron que la sobre 

expresión de PTP1B suprimía el crecimiento independiente de contacto, la formación 

de colonias y el desarrollo de tumores [74]; mientras que en fibroblastos transformados 

con el oncogén v-Src, se observó una reducción de la proliferación al sobre expresar a 

PTP1B [38]. Finalmente, también se determinó que la sobre expresión de PTP1B 
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suprime la transformación celular mediada por Bcr-Abl en fibroblastos Rat-1 [75]. 

Aunque estas observaciones sugerían que PTP1B podría actuar como un supresor 

tumoral, trabajos de otros grupos de investigación mostraron resultados que 

contradecían a los estudios hechos en fibroblastos transformados. En dichos trabajos, 

se determinó que PTP1B actúa como un oncogén en un modelo murino de cáncer de 

mama dependiente de Neu, ya que los ratones KO y heterocigotos de PTPN1 son 

resistentes al desarrollo de tumores de mama. Sin embargo, el mecanismo molecular 

por el que PTP1B actúa río abajo de Neu para promover la transformación celular aún 

no está completamente definido. Se ha propuesto que en este modelo PTP1B actúa 

principalmente sobre dos sustratos, p62DOK y la PTK de tipo no receptor Src. Respecto 

a p62DOK, se ha establecido que cuando se encuentra fosforilada forma un complejo 

con p120RasGAP, mantiene a la GTPasa Ras en su forma inactiva y por lo tanto regula 

negativamente a la vía de RAF/MEK/ERK. Cuando PTP1B desfosforila a p62DOK, esta 

se disocia de p120RasGAP, conduce a la activación de Ras y a un aumento en la tasa 

de proliferación celular dependiente de RAF/MEK/ERK [76]. De manera interesante, 

Julien y colaboradores (2007) observaron niveles elevados de fosforilación de p62DOK y 

una menor fosforilación de p120RasGAP en los tumores de un modelo murino de 

cáncer de mama deficiente de PTP1B, lo que es consistente con los resultados in vitro 

antes mencionados [77].  

El otro blanco propuesto de PTP1B es Src, y aunque sus niveles de fosforilación no se 

evaluaron en ninguno de los modelos murinos de cáncer de mama deficientes de 

PTP1B, una serie de estudios in vitro donde se utilizó un sistema de cultivo en 3 

dimensiones (3D) demostraron que PTP1B activa a Src de manera dependiente de 

HER2, al desfosforilar a esta cinasa en el residuo de Tyr527. En este trabajo, se 

observó que la expresión ectópica de PTP1B silvestre induce cambios en la 

arquitectura de los cultivos 3D y en la tasa de proliferación de estos esferoides, de 

manera similar a como lo hace la activación de HER2. Sin embargo, la expresión de un 

mutante de PTP1B incapaz de unirse a Src no afecta al fenotipo de los esferoides [78].  

Aunque el papel oncogénico de PTP1B ha sido extensivamente estudiado en cáncer de 

mama, estudios recientes han demostrado que PTP1B participa en el desarrollo de 

otros tipos de cáncer. En pacientes de cáncer de pulmón de células no pequeñas 
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(NSCLC), se ha determinado que existe una asociación entre los niveles de expresión 

de PTP1B, el grado histológico de los tumores y la sobrevida de los pacientes. En estos 

tumores, PTP1B desfosforila a la Tyr527 de Src, promueve la activación de la vía de 

Ras/RAF/MEK/ERK, y favorece que las células proliferen y formen metástasis [79]. En 

un reporte reciente, se identificaron distintas isoformas de PTP1B generadas por 

splicing alternativo en aproximadamente el 20% de las muestras de cáncer de colon y 

de tiroides analizadas. De manera importante, se observó que la isoforma PTP1BΔE6, 

no tiene actividad de fosfatasa. Sin embargo, su expresión ectópica induce 

transformación celular en fibroblastos de manera independiente de Src [80]. Por otra 

parte, se determinó que en un grupo de 103 pacientes con adenocarcinoma ductal de 

páncreas (PDAC), hay una correlación estadísticamente significativa entre los niveles 

de expresión de PTP1B y el grado histológico del tumor. El mecanismo molecular 

propuesto para la regulación del crecimiento tumoral del PDAC por PTP1B consiste en 

la modulación de la vía de PKM2/AMPK/mTOC1. En este modelo, la inhibición 

farmacológica de PTP1B o su silenciamiento con shRNA promueve un aumento 

significativo en los niveles de fosforilación de PKM2 en el residuo de Tyr105, lo que 

favorece la activación de AMPK, que a su vez inhibe a mTOC1 y a la proteína 

ribosomal p70S6K, lo que conduce a un arresto del ciclo celular en las etapas G0/G1 

[81]. Adicionalmente, se ha reportado que la inhibición farmacológica o el 

silenciamiento de PTP1B en GB disminuyen la adhesión, migración e invasión celulares 

dependientes de IL-13 a través de la inactivación de las vías de Ras/RAF/MEK/ERK y 

PI3K/Akt/mTOR [82]. Finalmente, se ha reportado que PTP1B se encuentra sobre 

expresada en melanoma, y regula la migración de estas células a través de la 

activación de Src al desfosforilar a esta cinasa en su residuo de Tyr530 [83].  

A pesar de los avances recientes en el estudio del papel oncogénico de PTP1B en 

distintos tipos de cáncer, los niveles de fosforilación de algunos de los sustratos mejor 

caracterizados de PTP1B como p62DOK y Src no son consistentes en los modelos 

animales y celulares reportados hasta la fecha, por lo que resulta indispensable 

identificar nuevos blancos de PTP1B que pudiesen participar en los mecanismos de 

migración, supervivencia, proliferación y progresión del ciclo celular de las células 

cancerosas.  



 

22 

3.10 Ciclo celular 
Actualmente, es aceptado que todas las células que se dividen activamente (células 

cíclicas), lo hacen a través de un conjunto ordenado de eventos denominados ciclo 

celular, que culmina con el crecimiento de la célula y su posterior división en dos 

células hijas genéticamente idénticas; mientas que las células terminalmente 

diferenciadas o que se encuentran en un estado de latencia (no cíclicas), se dice que 

están en una etapa quiescente, fuera del ciclo celular, denominada G0 (Figura 7). 

El ciclo celular típico de una célula humana tiene una duración que varía de 16 a 24 

horas y se divide en dos partes. 

1) La primera parte es conocida como Interfase, ésta a su vez consta de tres fases: 

• Fase G1 (GAP o intervalo 1): Es la fase mas larga del ciclo celular, tiene una 

duración que puede variar de 6-12 horas dependiendo del tipo celular. Da inicio 

a partir de la citocinesis de la división celular anterior y se caracteriza por tener 

una gran actividad metabólica en la que la célula incrementa su tamaño, 

acumula ATP y tiene una alta tasa de síntesis de proteínas y RNA. En esta 

etapa se encuentra el primer punto de control o “check point” y se determina si 

hay progresión a la siguiente etapa del ciclo o si la célula entra a un arresto en la 

fase G0.  

• Fase de Síntesis (S): Su duración aproximada es de 6-8 horas. En esta etapa la 

célula duplica su genoma para transmitir una copia completa de su material 

genético a cada una de las células hijas. El DNA sintetizado de novo durante 

esta fase queda unido por el centrómero hasta la mitosis (fase M) y reciben el 

nombre de cromátidas hermanas. En esta fase también se sintetizan altos 

niveles de proteínas involucradas en la biogénesis de desoxirribonucleótidos, los 

cuales son esenciales para la replicación del DNA y de histonas, que ayudarán a 

empaquetar al DNA en nuevos nucleosomas. 

• Fase G2 (GAP o intervalo 2): Tiene una duración aproximada de 4 horas. Se 

sintetizan una gran cantidad de proteínas necesarias para que se lleve a cabo la 

mitosis. En esta etapa se encuentra el segundo punto de control, en el que la 

célula verifica que su material genético se encuentre íntegro y completamente 
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replicado, y de ser necesario, se activa la maquinaria de reparación post-

replicativa del DNA. 

 

2) La segunda parte del ciclo celular es la Mitosis (M): En esta fase se reparte el 

material genético duplicado a cada una de las células hijas a través de la segregación 

de los cromosomas, y se lleva a cabo la citocinesis, que es propiamente la separación 

física del citoplasma, en esta etapa se encuentra el tercer punto de control, en el que 

se verifica si todas las cromátidas hermanas están correctamente unidas a los 

microtúbulos del huso mitótico [84,85].  

 

 
 
Figura 7. Ciclo Celular. Representación esquemática de las fases del ciclo celular 
(G0, G1, G2, S y M), localización de los puntos de control G1/S, G2/M y M/G1, así 
como de los complejos Cdk/Ciclina encargados de regular la transición entre las 
distintas fases.  
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3.11 Cdks y otras moléculas reguladoras del ciclo celular 
La progresión del ciclo celular está finamente regulada para asegurar que la transición 

a la siguiente fase del ciclo sólo se lleve a cabo si los eventos de la fase previa han 

concluido. Este mecanismo de regulación depende de la actividad de complejos 

proteínicos formados por Ciclinas y Cinasas Dependientes de Ciclina (Cdks por sus 

siglas en inglés), las cuales actúan como “frenos moleculares” deteniendo la progresión 

del ciclo en puntos de control o “check points” específicos. A su vez, también existen 

moléculas inhibidoras de Cdk (CDKIs), las cuales reprimen la actividad de uno o varios 

complejos de Ciclina–Cdk, por lo que actúan como moduladores negativos del ciclo 

celular y su función se asocia a la supresión tumoral. Se ha reportado que mutaciones 

en los genes que codifican a distintas CDKI o la inactivación de la proteína, se 

encuentran asociados con el desarrollo de diversos tipos de cáncer [84–86]. 

Las CDKI se han clasificado en dos distintos grupos: las proteínas inhibidoras de 

cinasa 4 (INK4 por sus siglas en inglés) y las proteínas inhibidoras de Cdk o CIP. Las 

INK4, sólo se unen y regulan negativamente la actividad de los complejos Ciclina D–

Cdk4 y Ciclina D–Cdk6, de éstas, la mejor caracterizada es p16. En contraste, las 

proteínas CIP se unen y reprimen la actividad de todos los complejos que contengan a 

Cdk1, 2, 4 y 6, de éstas, las mejor caracterizadas son p21, p27 y p53 [87]. 

En humanos, se ha reportado la existencia de 29 diferentes Ciclinas y 20 distintas 

Cdks, las cuales se expresan diferencialmente a través del ciclo celular [88]. Las Cdks 

pueden clasificarse en dos distintos grupos de acuerdo a su función, Cdk1, 2, 3, 4, 5, 6, 

14, 15, 16, 17 y 18 participan en la progresión del ciclo celular, mientras que Cdk7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13, 19 y 20 son reguladores de la transcripción [89]. Sin embargo, los 

complejos mejor caracterizados son los de Ciclina D-Cdk4, Ciclina D-Cdk6 y Ciclina E-

Cdk2 que son necesarias para que se realice la transición de G1 a S, y los complejos 

de Cdk2–Ciclina A y Cdk1–Ciclina B que son requeridas para la transición S-G2-M [90]. 

El mecanismo de regulación postraduccional de estas cinasas consiste en la 

fosforilación inhibidora de los residuos de Thr14 y Tyr15 en Cdk1 (o sus posiciones 

equivalentes en otras Cdks), esta es catalizada por miembros de la familia de cinasas 
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duales Wee/Mik1 [101–103]. Mientras que la desfosforilación del residuo de Tyr15, 

necesaria para la actividad de las Cdks, es mediada por la familia de PTPs Cdc25, la 

cual en humanos consta de tres miembros denominados Cdc25A, Cdc25B y Cdc25C, 

los cuales desfosforilan a las Cdks 1, 2, 4 y 6 permitiendo la progresión del ciclo celular. 

Sin embargo, aunque se ha asumido que la desfosforilación del residuo de Tyr15 de 

Cdk3 es catalizada por algún miembro de la familia Cdc25, esta no ha sido corroborada 

[94].  

Debido al papel tan importante que tienen las Cdks y moléculas asociadas en la 

regulación y control de la división celular, no es extraño que un desbalance en su 

actividad este estrechamente relacionado al desarrollo y progresión de diversas 

enfermedades como el cáncer [95,96]. Por ejemplo, se ha reportado que en melanoma, 

cáncer de mama, colon, de pulmón y GB, Cdk4 y Cdk6 se encuentran comúnmente 

mutadas, lo que conduce a su hiperactividad y a la progresión del ciclo celular de una 

manera descontrolada [88,97,98]. Además, se ha documentado que la sobre-expresión 

de ciclinas también se encuentra estrechamente relacionada con el desarrollo de 

algunos tipos de cáncer. Por ejemplo, en leucemia, linfomas, cáncer de mama, de 

colon, de pulmón y GB, es común la amplificación de los genes que codifican a Ciclina 

D, Ciclina E y Ciclina B1 [98–100]. También se ha observado que en cáncer de pulmón, 

melanoma, osteosarcoma y cáncer de ovario hay una sobre expresión de las Ciclinas E 

y A, lo que conduce a una activación constitutiva de Cdk2 [101]. Debido a estos 

antecedentes, diversas compañías farmacéuticas se han enfocado en desarrollar 

inhibidores farmacológicos potentes y altamente selectivos contra algunas de las Cdk 

mejor caracterizadas y estudiadas, como son Cdk4, 6 y 9 [102]. Sin embargo, debido a 

los mecanismos tan complejos que regulan la actividad de estas enzimas ha resultado 

un reto el diseño de fármacos dirigidos contra estas moléculas. Además, de que el 

diseño de inhibidores efectivos contra otras Cdks menos estudiadas no se encuentra 

en etapas tan avanzadas [103]. 

 

3.12 Cdk3 y cáncer 
Cdk3 es un miembro de la familia de proteínas Cinasas de Serina y Treonina 

dependientes de Ciclina. Estudios recientes han demostrado que Cdk3 es activada a 
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través de su asociación con Ciclina C, lo que permite que fosforile a la proteína Rb en 

los residuos de Serina 807/811 y que las células quiescentes salgan de la fase G0 para 

reingresar a G1 [104]. Además, la actividad de Cdk3 es crucial para que se lleve a cabo 

la transición de la fase G1 a S del ciclo celular [86].  

Hasta la fecha son pocos los estudios sobre la participación de Cdk3 en el desarrollo 

y/o progresión del cáncer. La primera evidencia de la posible participación de Cdk3 en 

el desarrollo de tumores fue reportada por Bullrich y colaboradores en 1995. En ese 

trabajo, se analizaron distintas anormalidades cromosómicas asociadas al desarrollo de 

cáncer de mama y se determinó que los loci 17q25.1, 9q34.11 y 16q24.3, donde se 

localizan los genes que codifican a las proteínas Cdk3, Cdk9 y Cdk10 presentan 

rearreglos cromosómicos que conducen a su sobreexpresión [105]. Un estudio 

posterior, permitió determinar que Cdk3 se encuentra sobre-expresada a nivel de la 

proteína en líneas celulares de GB, y que esta cinasa fosforila al factor de transcripción 

ATF1 en el residuo de Ser63 aumentando su actividad transcripcional. Además, el 

silenciamiento de Cdk3 con siRNAs reduce significativamente la proliferación y el 

crecimiento de colonias en agar [106]. Por otra parte, se ha reportado que Cdk3 se 

encuentra constitutivamente activa en algunos tipos de tumores y que puede regular la 

expresión del oncogén myc, así como modular la actividad de algunos factores de 

transcripción como E2F, NFAT y el ERa (Receptor a Estrógenos a, por sus siglas en 

inglés) para favorecer la proliferación sostenida de células de cáncer de mama y de GB 

[107–110]. Recientemente, se ha documentado que algunos miRNAs, como miR-873, 

miR-150, miR125a-3p y miR-4469 regulan postranscripcionalmente a Cdk3 [110–113]. 

En células de cáncer de mama resistentes a tamoxifen (MCF-7 TamR), se ha reportado 

que la expresión de miR-873 y miR-125a-3p se encuentra reprimida y que el ERa es 

fosforilado directamente por Cdk3 en los residuos de Ser104, 106 y 118, lo que 

incrementa su actividad transcripcional. Adicionalmente, la expresión ectópica de estos 

miRNAs en las células MCF-7 TamR reduce significativamente la expresión de Cdk3 y 

restaura la sensibilidad a tamoxifen, lo que sugiere que la inhibición de Cdk3 podría ser 

benéfica para pacientes con cáncer de mama que han desarrollado resistencia al 

tratamiento con anti estrógenos [110,112]. Finalmente, se ha reportado que en células 

de cáncer de pulmón existe una correlación negativa entre los niveles de expresión de 
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miR-873 y miR-125a-3p, y la expresión de Cdk3. Sin embargo, en este tipo de cáncer 

aún se desconoce cuáles son los sustratos relevantes de Cdk3 para la adquisición de 

un fenotipo transformado [114]. 

Más recientemente, se ha propuesto que Cdk3 podría ser un biomarcador en 

carcinoma nasofaríngeo, ya que existe una correlación positiva entre los niveles de 

expresión Cdk3, el grado histológico de los tumores, la infiltración de células tumorales 

a ganglios linfáticos, y metástasis [115]. Y por último, un estudio de análisis de 

transcriptoma por RNAseq sugiere que la expresión de Cdk3, Cdk5 y Cdk8 puede ser 

empleada como un biomarcador en cáncer de colon [116]. 

 
4. ANTECEDENTES DIRECTOS 

El estudio de moléculas señalizadoras que pudiesen ser empleadas como nuevos 

blancos de intervención terapéutica en los GBs es prioritario. Una proteína encargada 

de regular diversas cascadas de señalización implicadas en el inicio y/o progresión del 

cáncer es PTP1B, la cual se encuentra sobre-expresada y/o amplificada en los GBs 

[82,98],  

Los estudios más detallados de la participación de PTP1B en el desarrollo y progresión 

del cáncer, han sido en modelos animales y celulares de cáncer de mama, donde se ha 

demostrado que la inhibición de PTP1B bloquea la transformación celular HER2/ErbB2-

dependiente [77,108,109]. Sin embargo, el mecanismo molecular por el que PTP1B 

actúa río abajo de HER2/ErbB2 para promover la transformación celular aún no está 

completamente definido. Se ha propuesto que algunos sustratos relevantes de PTP1B 

en este modelo son p62DOK y Src. Sin embargo, otros estudios que han empleado 

modelos animales de cáncer de mama que no expresan a PTP1B arrojan resultados 

inconsistentes en lo que se refiere a los niveles de fosforilación de p62DOK y Src 

[108,109], por lo que es importante identificar nuevos blsancos de esta fosfatasa que 

pudiesen estar involucrados en el proceso de transformación celular. 

Recientemente, realizamos un estudio de fosfoproteómica empleando la técnica de 

“Marcaje Isotópico Estable en Cultivo Celular” (SILAC, por sus siglas en inglés), lo que 

permitió identificar a Cdk3 como un potencial nuevo sustrato de PTP1B (Tabla 2, datos 

no publicados).  
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Tabla 2. Sustratos de PTP1B identificados por SILAC. La tabla muestra algunas de 
las proteínas que se encuentran fosforiladas en residuos de Tirosina en ausencia de 
PTP1B, pero desfosforiladas en su presencia, y que fueron identificadas mediante la 
técnica de SILAC. En negro se muestran algunos de los sustratos conocidos de 
PTP1B, la posición del residuo de Tirosina (Y) modificado post-traduccionalmente por 
esta fosfatasa y la secuencia blanco de desfosforilación. En rojo se muestra a Cdk3, el 
potencial nuevo sustrato de PTP1B el cual fue objeto de estudio en este proyecto. 

Potenciales 
sustratos de 
PTP1B 

pY que 
potencialmente 

desfosforila 
PTP1B 

Secuencia de los 
fosfopéptidos 

identificados (pY 
en negrita y 
subrayada) 

Es un 
sustrato 
conocido 

de PTP1B? 

Sitio(s) de  pY 
desfosforilados por 
PTP1B que han sido 

reportados 

ACTN1 Tyr-12 QQTNDYMQPEE Si Tyr-12 

DOK1 Tyr-362 KEDPIYDEPEG Si Tyr-362 

EGFR Tyr-1016 VDADEYLIPQQ Si Tyr-1016 

GHR Tyr-487 SNIDFYAQVSD Si Tyr-332, Tyr-487 

IGF1R Tyr-1165 IYETDYYRKGG Si Tyr-1161, Tyr-1165 

INSR Tyr-1177 IYETDYYRKGG Si 
Tyr-999, Tyr-1185, Tyr-

1189, Tyr-1190 

INSR Tyr-1178 YETDYYRKGGK Si 
Tyr-999, Tyr-1185, Tyr-

1189, Tyr-1190 

JAK2 Tyr-1007 PQDKEYYKVKE Si Tyr-1007, Tyr-1008 

Cdk3 Tyr-15 KIGEGTYGVVYKA NO N/A 
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En las últimas décadas se ha observado un aumento considerable en las tasas de 

incidencia y mortalidad por GB tanto en países industrializados como en países en vías 

de desarrollo [5] y hasta el momento no hay una estrategia terapéutica que incremente 

el tiempo de vida y la calidad de la misma en los pacientes. Se ha reportado que 

PTP1B podría estar involucrada en el desarrollo de los GB al regular la actividad de 

proteínas fundamentales en los procesos de proliferación, supervivencia y migración 

[13,81,110]. Adicionalmente, los resultados obtenidos en nuestros experimentos de 

fosfoproteómica nos han permitido identificar aproximadamente 380 potenciales nuevos 

blancos de PTP1B, algunos de los cuales son relevantes para la supervivencia, 

migración y proliferación de las células cancerosas. 

En este proyecto pretendemos estudiar en células derivadas de GB humanos el efecto 

que tiene la desfosforilación mediada por PTP1B en la progresión del ciclo celular 

regulada por Cdk3, la cual se encuentra hiperactiva en distintos tipos de cáncer 

[105,111–113]. 

Debido a que en los últimos años el cáncer, y en particular el GB, ha registrado una 

mayor incidencia en nuestro país, es necesario realizar estudios que potencialmente 

puedan ser trasladados a la clínica. 

En este caso, el estudio detallado de los mecanismos moleculares por los cuales 

PTP1B promueve la transformación celular, así como los efectos de su inhibición en 

modelos celulares y animales, potencialmente podría ayudar a mejorar el diseño de 

terapias combinadas para el tratamiento del cáncer de una manera más efectiva. 
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6. HIPÓTESIS 
La proteína PTP1B desfosforilará al residuo de Tirosina 15 de Cdk3, lo que favorecerá 

la progresión el ciclo celular en células derivadas de GB humano. 

 

7. OBJETIVOS 
 
7.1 Objetivo General 
Determinar si Cdk3, es un nuevo sustrato de PTP1B, y evaluar el efecto de su 

desfosforilación en la progresión del ciclo celular en GB humanos. 

 

7.2 Objetivos Específicos 

1) Analizar la posible interacción molecular entre PTP1B y Cdk3 utilizando las 

técnicas de modelaje por homología in silico y acoplamiento molecular o 

“docking”. 

2) Determinar si PTP1B es capaz de desfosforilar al residuo de Tirosina 15 de 

Cdk3 empleando un ensayo de actividad de fosfatasa in vitro. 

3) Evaluar si PTP1B y Cdk3 se asocian físicamente en células de GB humano. 

4) Estudiar el efecto de la desfosforilación de Cdk3 mediada por PTP1B en la 

progresión del ciclo celular, en los niveles de activación de Cdk3 y su sustrato 

Rb; y en la expresión de genes blanco de E2F en células de GB humano. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
8.1 Generación de un modelo in siilico del dominio catalítico de PTP1B en 
asociación con el fosfopéptido correspondiente a los residuos 9-21 de Cdk3. 

8.1.1 Modelado por homología in silico y “docking” 

Con el propósito de evaluar la posible interacción molecular entre PTP1B y Cdk3, se 

diseñó utilizando la técnica de modelado por homología in silico, la estructura del 

péptido correspondiente a Cdk3 fosforilado en el residuo de Tyr15 con el programa 

PEPstrMOD [119]. Una vez generado el modelo del fosfopéptido, se evaluó su posible 

interacción in silico con PTP1B, para lo cual se siguió la siguiente estrategia: 

I. Selección de la estructura de PTP1B. Se seleccionó la estructura cristalográfica 

de PTP1B con mayor resolución del Protein Data Bank (código 2HNP) [30]. 

II. Acoplamiento molecular o “Docking” péptido-proteína. El acoplamiento 

molecular péptido-proteína se generó en el servidor ClusPro [120]. Este servidor 

requiere un archivo en formato PDB para cada una de las molécuas a evaluar. De 

manera general, el servidor identificó a los modelos más probables de interacción 

en tres etapas:  

a. “Docking” rígido de millones de potenciales conformaciones estructurales en una 

simulación de un entorno acuoso, a un pH de 7.0 y tomando en cuenta el estado 

de protonación teórico de los residuos involucrados en la interacción. 

b. Agrupamiento en clústeres de las 1000 conformaciones estructurales 

termodinámicamente más estables. 

c. Refinamiento de estas conformaciones estructurales mediante minimización de 

energía usando el módulo CHARMM. 

Como resultado, el servidor realizó el agrupamiento de estructuras ordenándolas de 

acuerdo con el número de miembros que contiene cada clúster y entonces 

seleccionamos al modelo termodinámicamente más estable. Finalmente, los complejos 

de PTP1B y Cdk3 se visualizaron con el programa YASARA. 
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8.2 Determinación de la actividad de PTP1B sobre Cdk3 in vitro 

La secuencia consenso de desfosforilación por PTP1B ha sido reportada previamente 

[44]. Un análisis del listado de proteínas obtenido de los experimentos de SILAC ha 

permitido identificar varios potenciales nuevos substratos de PTP1B que han sido 

relacionados a algún tipo de cáncer, en este proyecto nos enfocaremos en la cinasa 

dependiente de ciclina, Cdk3. 

8.2.1 Ensayo de actividad de fosfatasa in vitro 

Con el objetivo de evaluar si Cdk3 es un nuevo sustrato de PTP1B, se utilizó un ensayo 

colorimétrico para medir la actividad de fosfatasa (Protein Tyrosine Phosphatase 1B 

Assay Kit, Colorimetric. Merck Millipore) empleando el protocolo sugerido por el 

proveedor. Brevemente, en una placa de 96 pozos se colocaron 45 µL de Buffer de 

ensayo 1X para cada reacción, 2.5 ng de PTP1B recombinante diluidos en un volumen 

final de 5 µL, y 50 µL de un fosfopéptido correspondiente a los residuos 9-21 de Cdk3 

fosforilado en el residuo de Tyr15 a una concentración final de 75 µM. Como control 

positivo, se empleó un fosfopéptido que corresponde a los residuos 1142-1153, del IRb 

fosforilado en el residuo de Tyr 1146, y como control negativo se incubó la mezcla en 

ausencia de péptido. Las muestras se incubaron durante 30 min a 30ºC, y la reacción 

se detuvo adicionando 25 µL de Reactivo Rojo. Las muestras se incubaron durante 30 

min en la oscuridad, y la absorbancia se midió a 620 nm en un lector de placas. 

Finalmente, la cantidad de nmoles de PO42- liberados por los fosfopéptidos de Cdk3 y 

del IRb por acción de PTP1B fueron calculados empleando el programa Prism 7. 

8.3 Evaluación de la asociación física de Cdk3 y PTP1B en un contexto celular  

8.3.1 Cultivo celular 

La línea celular HEK-293T y las líneas celulares de GB humano LN229, U87-MG y 

U251 se cultivaron en medio DMEM/F12 (BIOWEST®) suplementado con suero fetal 

bovino al 10% y antibiótico/antimicótico al 1%. Las células se mantuvieron en una 
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incubadora con una atmósfera de CO2 al 5% a una temperatura de 37°C y se dividieron 

cuando alcanzaron un 80% de confluencia.  

 8.3.2 Transformación de bacterias competentes 

Los vectores de expresión eucarionte pCMV-neo Cdk3-HA (que contiene el cDNA que 

codifica a la proteína Cdk3 humana fusionada en su extremo C-terminal a una bandera 

de HA, plásmido Addgene 1881) y pcDNA4/myc-His PTP1B (que contiene el cDNA que 

codifica a la proteína PTP1B de ratón fusionada en su extremo C-terminal a una 

bandera de myc y a una de His(6X), donado por el Dr. Michel Tremblay, McGill 

University) se utilizaron para transformar bacterias competentes E. coli de la cepa XL10 

Gold. Se añadieron 100 ng de los plásmidos a 50 µL de bacterias competentes, la 

mezcla se incubó en hielo durante 30 minutos, a continuación se aplicó un choque 

térmico a 42°C durante 2 minutos, y se añadió 1 mL de medio LB estéril sin 

antibióticos. Las bacterias fueron incubadas durante 1 hora a 37°C en agitación, y 

posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm durante 1 minuto, se retiró el 

sobrenadante y se adicionó 0.1 mL de LB estéril para resuspender el botón de 

bacterias y finalmente sembrarlas en placas de agar LB suplementado con ampicilina 

(100 µg/ml). 

8.3.3 Purificación de plásmidos 

Para la purificación del DNA plasmídico, las colonias candidatas se sembraron en 5 mL 

de medio LB-Amp (100 µg/mL) y se incubaron durante 15 horas a 37 °C con agitación 

constante. La purificación de los plásmidos se realizó empleando el kit de miniprep 

GenJet plasmid miniprep kit (Thermo), de acuerdo protocolo sugerido por el proveedor. 

Brevemente, el cultivo de bacterias se transfirió a tubos eppendorf de 1.5 mL, se 

centrifugó durante 2 minutos a 13,500 rpm y el sobrenadante se desechó. El botón de 

bacterias se resuspendió en 250 µL de buffer de resuspensión suplementado con 

RNasa A, para a continuación añadir 250 µL de buffer de lisis y mezclar por inversión 

suave 8 veces, después se agregaron 350 µL de buffer de neutralización, la suspensión 

se mezcló por inversión y se centrifugó por 10 minutos a 13,500 rpm a temperatura 
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ambiente. El sobrenadante que contiene al plásmido se recuperó, se transfirió a una 

columna de afinidad y se centrifugó durante un minuto a 13,500 rpm. Posteriormente, la 

columna fue lavada con 700 µL de buffer de lavado 2 veces, se centrifugó a 13,500 rpm 

durante un minuto, y se desechó la solución que salió a través de la columna. 

Finalmente, las columnas se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 mL y los plásmidos 

se eluyeron de la columna adicionando 30 µL de buffer de elusión y las muestras se 

centrifugaron durante un minuto a 13,500 rpm.  

La concentración del plásmido se determinó en un espectrofotómetro EPOCH BIOTEK, 

y su identidad se verificó mediante restricción enzimática. 

8.3.4 Transfección 

Los vectores de expresión eucarionte pcDNA4/myc-His PTP1B y pCMV-neo Cdk3-HA 

se co-transfectaron en la línea celular HEK-293T con el reactivo Lipofectamine 2000 

(Invitrogene) y el siguiente protocolo: los complejos de DNA - lípidos catiónicos se 

prepararon al diluir 5 µg del vector pcDNA4/myc-His PTP1B junto con 5 µg del vector 

pCMV Cdk3-HA y 30 µL de lipofectamina en 1000 µL de Opti-MEM®. Las muestras se 

mezclaron con ayuda de un vortex y se incubaron durante 5 min a temperatura 

ambiente.  

Una caja de cultivo de 10 cm con células HEK-293T al 80% de confluencia se lavó una 

vez con 5 ml de PBS 1X estéril y se adicionaron 5 mL de medio de cultivo fresco, la 

mezcla de DNA - lipofectamina se añadió al cultivo por goteo y las células fueron 

incubadas a 37° C durante 24 hrs. Posteriormente, la expresión de Cdk3-HA se indujo 

sincronizando en G0 a las células co-transfectadas mediante ayuno de suero durante 

48 horas. Finalmente, las células se lavaron y se procesaron para evaluar la co-

expresión de PTP1B y Cdk3 por Western blot, o para evaluar la co-localización de 

ambas proteínas mediante inmunofluorescencia.  

8.3.5 Extracción y cuantificación de proteínas 

Las cajas de cultivo con las diferentes líneas celulares se lavaron en PBS 1X (137 mM 

NaCl, KCl 2,7 mM, NaH2PO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, pH 7,4) y se rasparon en 300 µL 

de buffer RIPA 1X [Tris-HCl, pH 7,4 (50 mM), NaCl (150 mM), NP-40 (1%), 
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desoxicolato de sodio (0,5%), SDS (0,1%), EDTA (5 mM), cóctel inhibidor de 

proteinasas (COMPLETE, Roche)]. La suspensión de células se mezcló por agitación 

con un vórtex, el homogeneizado se centrifugó en una microcentrífuga durante 10 min 

a 13,500 rpm y el sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorff nuevo. 

La concentración de proteínas se determinó mediante el método de Lowry, empleando 

el kit BCA Protein Assay (BioRad) de acuerdo al protocolo sugerido por el proveedor. 

Posteriormente, se construyó una curva estándar con albúmina entre las 

concentraciones de 0 a 1 mg/ml. Las lecturas de absorbancia se registraron a 750 nm y 

todas las cuantificaciones se realizaron por triplicado. 

 
8.3.6 SDS-PAGE 

Para evaluar la expresión de las proteínas analizadas en este trabajo, 50 μg de 

proteínas totales de las distintas líneas celulares fueron mezcladas con un volumen de 

buffer Laemmli 2X (Tris-HCl 120 mM pH = 6.8, SDS al 4%, glicerol al 20%, beta-

mercaptoetanol al 1%, azul de bromofenol al 0.02%). Las muestras se hirvieron a 96°C 

durante 5 min y se separaron en geles de poliacrilamida-SDS al 10%. El gel separador 

se preparó empleando una mezcla de acrilamida al 10%, bis-acrilamida al 1%, Tris 375 

mM pH = 8.8 y 0.1% de SDS. Para lograr la polimerización del gel se añadieron 

persulfato de amonio al 0.05% y TEMED al 0.003%. El gel concentrador se preparó con 

una mezcla de acrilamida al 4%, bis-acrilamida al 0.1%, Tris 125 mM pH = 6.8 y SDS al 

0.1%, 0.05% de persulfato de amonio y 0.005% de TEMED. La separación de proteínas 

se realizó aplicando un voltaje constante de 120 V hasta que el colorante del buffer 

llegara a la parte baja del gel.  

 
8.3.7 Western blot 

Las proteínas separadas electroforéticamente en geles de SDS-PAGE se transfirieron a 

membranas de PVDF utilizando el equipo Thermoblot® durante 30 minutos a 400 mA. 

La transferencia de las proteínas se corroboró mediante una tinción de la membrana de 

PVDF con una solución de rojo de Ponceau al 0.5% en ácido acético al 2% durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas se lavaron con TBS-
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Tween 0.1% (Tris base 50 mM, pH = 7,5, NaCl 150 mM) y se bloquearon durante 1 

hora a temperatura ambiente en leche descremada sin grasa al 5% disuelta en TBS-

Tween 0.1%, y se incubaron con los anticuerpos primarios en agitación constante 

durante la noche a 4°C. Al día siguiente, la membrana se lavó 3 veces durante 15 

minutos con TBS-Tween al 0,1%. Después del último lavado, las membranas se 

incubaron con anticuerpos secundarios anti-ratón o anti-conejo (1:10,000) acoplados a 

peroxidasa de rábano durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, las 

membranas se lavaron 3 veces con TBS-Tween al 0.1%, se sumergieron en 0.5 mL de 

solución del sustrato Clarity Western ECL (BIO-RAD), y se expusieron a una placa 

autorradiográfica HyBlot ES®. 

8.3.8 Co-localización 

Las células que fueron co-transfectadas con los plásmidos pcDNA4/myc-His PTP1B y 

pCMV-neo Cdk3-HA se sembraron sobre cubreobjetos colocados en placas de cultivo 

de 6 pozos. Posteriormente, las células se fijaron durante 30 min con PFA al 4% en 

PBS, se lavaron 3 veces con glicina 100 mM en PBS y se permeabilizaron con PBS-

Triton X-100 al 0.5% a 4°C durante 15 min, para después bloquear las laminillas con 

BSA al 5% en PBS-Tritón X-100 al 0.1%. Posteriormente, las laminillas se incubaron 

con anticuerpos primarios dirigidos contra la bandera de myc generados en ratón, y con 

anticuerpos primarios dirigidos contra la bandera de HA generados en conejo durante 

toda la noche a 4ºC. Posteriormente, las laminillas se lavaron 3 veces con glicina 100 

mM en PBS y se incubaron con anticuerpos secundarios anti-ratón acoplados a Alexa 

594 y anticuerpos secundarios anti-conejo acoplados a Alexa 488 durante 45 min en la 

oscuridad. Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio confocal Leica 

TCS SP8 y la co-localización de ambas proteínas se calculó empleando el software 

Image J. 

8.3.9 Ensayo de ligación por proximidad 

Con el propósito de determinar si las proteínas PTP1B y Cdk3 expresadas de manera 

endógena en células de GB humano se asocian físicamente, se empleó la técnica de 
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ensayo de ligación por proximidad (Duolink PLA Technology, Sigma-Aldrich) de 

acuerdo con el protocolo sugerido por el proveedor. Brevemente, 2500 células de las 

líneas LN229, U87-MG y U251 se sembraron en laminillas de cultivo de 16 pozos 

(Nunc-LabTeck Chamber slides) recubiertas con Laminina, y se permitió que se 

adhirieran durante 16 horas. Posteriormente, se retiró el medio de cultivo y las células 

se fijaron con 50 μL de PFA al 4% en PBS durante 10 min. A continuación, las células 

se lavaron 3 veces durante 5 minutos en un vaso Coplin con PBS 1X, se 

permeabilizaron con PBS-Triton X-100 al 0.5% durante 10 min y se lavaron 

nuevamente 3 veces durante 5 minutos en un vaso Coplin con TBS-Tween 20 al 

0.05%. El bloqueo de las células se realizó con 1 gota de Duolink II Blocking Solution 

(1x), y la laminilla se incubó durante una hora a 37ºC en una cámara húmeda. 

Posterior al bloqueo, se adicionaron 40 μL de los anticuerpos primarios (anti-Cdk3 

generado en ratón y anti-PTP1B generado en conejo) previamente diluidos 1:100 en 

Duolink II Antibody Diluent (1x) por pozo y se incubó la laminilla durante 1 hora a 37ºC 

en una cámara húmeda. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se retiraron los 

anticuerpos, la laminilla se lavó 3 veces durante 5 min en Buffer de Lavado A en un 

vaso Coplin, y a continuación se adicionaron las sondas de PLA (Duolink II anti-Mouse 

MINUS y Duolink II anti-Rabbit PLUS) previamente diluidas 1:5 en la solución Antibody 

Diluent 1X. La laminilla se incubó durante una hora a 37ºC en una cámara húmeda, y a 

continuación, se realizó el procedimiento de circularización, para lo cual las sondas se 

retiraron y la laminilla se lavó dos veces durante 5 min con Buffer de Lavado A en un 

vaso Coplin y se añadieron 40 μL de ligasa diluida 1:40 en la solución Duolink II 

Ligation Stock 1X por pozo y la laminilla se incubó durante 30 min a 37ºC en una 

cámara húmeda. Finalmente, se realizó la amplificación de las sondas circularizadas. 

En este paso, la ligasa se retiró, la laminilla se lavó dos veces durante 2 min con Buffer 

de Lavado A en un vaso Coplin, se adicionaron 40 μL de la polimerasa diluida 1:80 en 

la solución Duolink II Amplification Stock 1X, y la laminilla se incubó durante 100 min a 

37ºC en una cámara húmeda. Una vez transcurrido el tiempo, la laminilla se lavó dos 

veces durante 10 min con Buffer de Lavado B en un vaso Coplin. La parte plástica de 

los multipozos y el silicón de la laminilla se retiraron, y la muestra se montó con medio 
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de montaje Duolink II Mounting Medium con DAPI. Se colocó un cubreobjetos sobre la 

muestra, se selló con barniz, las células se visualizaron en un microscopio confocal 

Leica TCS SP8 y las imágenes se analizaron mediante el programa Duolink Image 

Tool. 

8.4 Determinación del efecto de la inhibición farmacológica o del silenciamiento 
con siRNAs de PTP1B en la progresión del ciclo celular en células de GB 
humano.  
Con el propósito de determinar el efecto que tiene la inhibición farmacológica o el 

silenciamiento con siRNAs de PTP1B en procesos celulares regulados por Cdk3, se 

evaluó en primer lugar la progresión del ciclo celular en las cuatro líneas celulares de 

GB humano mediante citometría de flujo. Brevemente, las células fueron sembradas en 

placas de 6 pozos y sincronizadas mediante ayuno de suero, y transfectadas con 

siRNAs dirigidos contra PTP1B, o incubadas en presencia de vehículo o de 5 µM del 

inhibidor alostérico de PTP1B, Claramina. Posteriormente se adicionó en el medio de 

cultivo suero fetal bovino a una concentración final del 10%. Se colectaron células a las 

0, 24 y 48 horas después de la estimulación, y las muestras fueron almacenadas en 

etanol absoluto a -20ºC hasta su uso. El día del análisis por citometría, las células se 

lavaron 2 veces con PBS 1X y fueron teñidas usando el kit de tinción yoduro de 

propidio/RNasa (BD PharMingen) en la oscuridad durante 30 min a temperatura 

ambiente. Finalmente, el análisis de ciclo celular se realizó en un citómetro de flujo 

Attune NxT (Thermo Fisher Scientific) y el programa FlowJo versión 10.6. El 

experimento se realizó por triplicado, y se analizaron un total de 10,000 células por 

cada condición experimental. 

 

8.5 Evaluación del efecto de la inhibición farmacológica o del silenciamiento con 
siRNAs de PTP1B en la actividad de Cdk3 y sus efectores. 
Con el propósito de determinar el efecto de la inhibición farmacológica de PTP1B en la 

actividad de Cdk3 y de sus efectores, se realizaron experimentos de Western blot para 

detectar las formas fosforiladas de Cdk3 en el residuo de Tyr15 (forma inactiva), y de 

Rb fosforilado en los residuos de Ser807/811 (forma activa que reprime la transcripción 
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mediada por E2F). Se determinaron también los niveles de expresión de los genes 

blanco de E2F: Cdk1, Ciclina A y Ciclina E1 mediante RT-qPCR. Brevemente, las 

líneas celulares LN229, U87-MG y U251 fueron sembradas en cajas de 10 cm y 

transfectadas con siRNAs dirigidos contra PTP1B, o incubadas en presencia de 

vehículo o de 5 µM de Claramina durante 24 horas. Las células fueron lisadas en buffer 

RIPA 1X, y mediante Western blot se analizó la actividad de Cdk3 con el anticuerpo 

anti-fosfo Cdk3 Tyr15, y la de su efector Rb con el anticuerpo anti-fosfo Rb Ser807/811. 

También se determinaron los niveles de expresión PTP1B, Cdk3 y Rb con anticuerpos 

primarios dirigidos contra la proteína de interés. GAPDH se utilizó como control de 

carga.  

 

8.6 Ensayos RT-qPCR y análisis de expresión de mRNA. 
Las líneas celulares LN229, U87-MG y U251 fueron sembradas en cajas de 10 cm e 

incubadas en presencia de vehículo o de 5 µM de Claramina durante 24 horas. Para la 

extracción de RNA se utilizó el reactivo TRIzol (Invitrogen). La síntesis de cDNA se 

generó a partir de 2 μg de RNA total mediante el sistema de transcripción inversa 

ImProm-II. La detección de la expresión de los mRNA de los genes blanco de E2F: 

Cdk1, Ciclina A y Ciclina E1 se realizó con el kit Probe Master (Roche) y sondas de 

hidrólisis (Universal Probe Library "UPL", Roche) en un equipo de PCR en tiempo real 

ABI  7500 (Applied Biosysytems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 

secuencias de los oligonucleótidos se diseñaron empleando el programa 

bioinformático de análisis de predicción de secuencias ProbeFinder versión 2.45 para 
Humano de Roche. Las secuencias de los oligonucleótidos usados fueron las 

siguientes: Cdk1 Fwd 5’ ggaaaccaggaagcctagcatc 3’, Rev 5’ ggatgattcagtgccattttgcc 3’; 

Ciclina A Fwd 5’ tgtgcacggaaggactttgt 3’, Rev 5’ tcctcttggagaagatcagccg 3’; Ciclina E1 

Fwd 5’ tgtgtcctggatgttgactgcc 3’, Rev 5’ ctctatgtcgcaccactgatacc 3’; y GAPDH Fwd 5’ 

ccccggtttctataaattgagc 3’, Rev 5’ caccttccccatggtgtct 3’. Los niveles de expresión del 

mRNA se normalizaron respecto a los de GAPDH que se usaron como control de 

expresión. Los análisis de expresión se llevaron a cabo mediante el método ΔΔT. Se 

usaron secuencias de oligonucleótidos y sondas UPL en las siguientes condiciones de 

amplificación: desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 min, 40 ciclos de 
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desnaturalización a 95ºC durante 10 s, alineamiento a 60ºC durante 15 s y extensión a 

72°C durante 1 min.  

 
8.7 Análisis estadístico.  
Todos los datos obtenidos fueron analizados y graficados en el software GraphPad 

Prism 5.0 (GraphPad, EUA). Los datos muestran los resultados de tres experimentos 

independientes. Se hizo una ANOVA de una vía con un post-test de Bonferroni para 

hacer el análisis entre grupos. Los datos de RT-qPCR y Western Blot fueron analizados 

con una t de Student de dos colas. Los valores de p<0.05 fueron considerados como 

estadísticamente significativos. 
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9. RESULTADOS 
9.1 Modelado por homología in silico de la proteína Cdk3 y “docking” local 
PTP1B - Cdk3. 

Con el propósito de evaluar la posible formación de un complejo entre PTP1B y Cdk3 in 

silico, se generó la probable estructura de un péptido correspondiente a los 

aminoácidos 9-21 de Cdk3 con una fosforilación en el residuo de Tyr15, empleando el 

programa PEPstrMOD, y se realizó un “docking” local con el dominio de fosfatasa de 

PTP1B obtenido a partir de su estructura cristalográfica a una resolución de 1.5 Å (PDB 

ID: 2HNP). Esta metodología permitió generar aproximadamente 900,000 

probabilidades de interacción que fueron agrupadas en clusters, de acuerdo a la 

probabilidad de asociación entre ambas moléculas. Los resultados de este 

agrupamiento y refinamiento de estructuras se muestran en la Tabla 3, dónde se indica 

el porcentaje de complejos que se agrupan en cada clúster, el score (el cual entre más 

negativo indica que el complejo es termodinámicamente más estable), si el fosfopéptido 

de Cdk3 ocupa el sitio activo de PTP1B y si el residuo de pTyr15 de Cdk3 se encuentra 

a una distancia óptima de los residuos catalíticos Cys215 y Arg221 de PTP1B. De 

estos resultados destaca que en más del 50% de los modelos de interacción 

generados, el fosfopéptido de Cdk3 ocupa el sitio activo de PTP1B, y el residuo de 

pTyr15 se encuentra cerca de los residuos catalíticos Cys 215 y Arg 221 de PTP1B. 
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Cluster % Score Comentarios 

1 23% -870 El fosfopéptido  ocupa el sitio activo de PTP1B y la pTyr está 
cercana a los residuos catalíticos (Cys 215 y Arg 221) 

2 14% -889 El fosfopéptido queda lejos del sitio activo de PTP1B 

3 11% -889 El fosfopéptido queda lejos del sitio activo de PTP1B 

4 10% -843 El fosfopéptido  ocupa el sitio activo de PTP1B pero la pTyr no 

está cercana a los residuos catalíticos (Cys 215 y Arg 221) 

5 8% -933 El fosfopéptido queda lejos del sitio activo de PTP1B 

6 8% -872 El fosfopéptido  ocupa el sitio activo de PTP1B y la pTyr está 
cercana a los residuos catalíticos (Cys 215 y Arg 221) 

7 8% -845 El fosfopéptido  ocupa el sitio activo de PTP1B y la pTyr está 
cercana a los residuos catalíticos (Cys 215 y Arg 221) 

8 6% -906 El fosfopéptido queda lejos del sitio activo de PTP1B 

9 6% -863 El fosfopéptido  ocupa el sitio activo de PTP1B y la pTyr está 
cercana a los residuos catalíticos (Cys 215 y Arg 221) 

10 6% -878 El fosfopéptido  ocupa el sitio activo de PTP1B y la pTyr está 
cercana a los residuos catalíticos (Cys 215 y Arg 221) 

 
Tabla 3. Resultados del “docking” péptido-proteína realizado con el programa 
ClusPro 
 

De todos los modelos generados, el más probable es el correspondiente al clúster 1, ya 

que agrupa a 230 de los 1000 modelos seleccionados, y el residuo de pTyr15 de Cdk3 

se encuentra cercano a los residuos catalíticos Cys215 y Arg221 del dominio de 

fosfatasa de PTP1B (Figura 8).  
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Figura 8. Probable estructura del complejo formado entre el fosfopéptido de Cdk3 
y PTP1B. En la imagen del lado izquierdo se muestra la interacción in silico entre 
PTP1B y el fosfopéptido de Cdk3 en condiciones hidrofílicas. En gris se muestra 
PTP1B con el residuo catalítico de Cys215 en color verde, y en amarillo al fosfopéptido 
de Cdk3 con el residuo de pTyr15 en rojo. La imagen del lado derecho muestra un 
acercamiento para visualizar la interacción de los residuos catalíticos Cys 215 y Arg 
221 de PTP1B con la pTyr15 de Cdk3 marcada en color naranja. 
 

A continuación, la estabilidad del complejo se evaluó mediante dinámica molecular y se 

obtuvo un valor de energía de unión a ligando de -458.067 kcal/mol, lo que sugiere que 

PTP1B tiene una alta afinidad por Cdk3.  

Una vez evaluada la estabilidad del complejo péptido-proteína, se generó un modelo de 

interacción proteína-proteína mediante el uso de las estructuras del domino catalítico 

de PTP1B y la estructura completa de Cdk3 con el propósito de determinar si en un 

contexto de proteínas completas, el complejo PTP1B-Cdk3 es termodinámicamente 

estable. Debido a que no se ha reportado la estructura cristalográfica de Cdk3, se 

generó un modelo por homología in silico, usando como molde a la estructura 

cristalográfica de Cdk2, la cual presenta el 74% de identidad con Cdk3. Una vez que el 

modelo fue obtenido y refinado, se realizó un “docking” local (Figura 9) y un análisis de 

dinámica molecular (Figura 10), en donde se observó que la energía de unión a ligando 

entre las proteínas completas es de -1723.93 kcal/mol, y que la distancia entre el 

residuo de pTyr15 de Cdk3 y el grupo SH de la Cys215 de PTP1B es de 6.9 Å.  
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Figura 9. Predicción de la estructura del complejo formado por PTP1B y Cdk3. El 
acoplamiento molecular de las estructuras completas de las proteínas PTP1B (en gris) 
y Cdk3 (en amarillo) se muestra en la imagen del lado izquierdo. El residuo de pTyr15 
de Cdk3 está indicado en color rojo, y el residuo de Cys215 de PTP1B en verde. La 
imagen del lado derecho muestra un acercamiento para visualizar la interacción del 
grupo SH del residuo de Cys 215 de PTP1B con la pTyr15 de Cdk3. 
 

Los valores de RMSD (desviación cuadrática media de las posiciones atómicas, por 

sus siglas en inglés) obtenidos en el análisis de dinámica molecular indican que este 

complejo se mantiene estable durante los 80 nanosegundos (ns) de la simulación, y 

que PTP1B y Cdk3 se encuentran entre 1.2 y 2.0 Å de distancia, sugiriendo que esta 

distancia es óptima para que ocurra la reacción de desfosforilación (Figura 10).  
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Figura 10. Variación de la distancia entre las posiciones atómicas de PTP1B y el 
fosfopéptido de Cdk3. La gráfica muestra las variaciones de los valores de RMSD de 
los Cα de PTP1B y el fosfopéptido de Cdk3 (línea roja), y de las estructuras completas 
de PTP1B y Cdk3 (línea azul) en 80 ns de simulación. 

 

Los datos de la simulación por dinámica molecular de la interacción entre PTP1B y el 

fosfopéptido de Cdk3 sugieren que el proceso de desfosforilación es un evento rápido, 

ya que durante los primeros 58 ns de la simulación, la distancia entre el residuo 

catalítico Cys215 de PTP1B y el residuo de pTyr15 de Cdk3 es menor a 3.8 Å, y 

después de los 60 ns de simulación, esta distancia aumenta hasta los 4.8 Å, lo que 

indica que el proceso de desfosforilación ha ocurrido y que ambas proteínas se están 

alejando para disociarse (Figura 11). 
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Figura 11. Variación de la distancia entre el residuo de Cys215 de PTP1B y el 
residuo de pTyr15 de Cdk3. La gráfica muestra las variaciones de la distancia entre el 
residuo de Cys215 de PTP1B y la pTyr15 Cdk3 durante 80 ns de simulación. 
 
Con el propósito de determinar si los resultados obtenidos son similares a los de algún 

sustrato conocido de PTP1B, se generó un modelo de interacción proteína-proteína 

entre esta fosfatasa y uno de sus sustratos mejor caracterizado, el IRb. El análisis de 

dinámica molecular mostró que la energía de unión a ligando entre las proteínas 

completas es de -1677.23 kcal/mol, y que la distancia entre la fosfotirosina 1146 del IRb 

y el grupo SH de la Cys215 de PTP1B es de 5.4 Å (Figura 12). La comparación de los 

valores de energía de unión a ligando y de la distancia entre el residuo de fosfotirosina 

de ambos sustratos y los residuos catalíticos de PTP1B nos permiten concluir que 

Cdk3 es un sustrato óptimo de PTP1B in silico.  
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Figura 12. Probable estructura del complejo entre el IRb y PTP1B. En la imagen del 
lado izquierdo se muestra la interacción in silico entre PTP1B (en amarillo) y el IRb (en 
gris) en condiciones hidrofílicas. El residuo de pTyr1146 del IRb está indicado en color 
cian, y el residuo de Cys25 de PTP1B en azul rey. La imagen del lado derecho muestra 
un acercamiento para visualizar la interacción del grupo SH del residuo de Cys215 de 
PTP1B (en verde) con la pTyr1146 del IRb (en naranja). 
 

9.2 Cdk3 es un sustrato de PTP1B in vitro 
Una vez que se comprobó in silico que PTP1B forma un complejo estable con el 

fosfopéptido de Cdk3, se procedió a evaluar si esta cinasa es un sustrato de PTP1B in 

vitro mediante un ensayo colorimétrico que permite medir la actividad enzimática de la 

fosfatasa a través de la determinación de los nmoles de PO42- liberados por un 

fosfopéptido en presencia de PTP1B. En primer lugar, se evaluó la actividad catalítica 

de PTP1B sobre el fosfopéptido de Cdk3 a diferentes tiempos (0, 5, 10, 20 y 30 min). 

Como control positivo se utilizó a un péptido del IRb fosforilado en el residuo de 

Tyr1146, y como control negativo se incubó a PTP1B en ausencia de péptido. Para 

calcular los nmoles de PO42- liberados por los fosfopéptidos de Cdk3 y del IRb en 

presencia de PTP1B, se midió la absorbancia a 620 nm. Se observó que PTP1B 

desfosforila a Cdk3 casi con la misma eficiencia que al IRb (Figura 13).  
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Figura 13. Ensayo de actividad enzimática de PTP1B in vitro. Curva de liberación 
de fosfatos de un fosfopéptido correspondiente a los residuos 9-21 de Cdk3. La gráfica 
indica nmol PO4-2 liberados del fosfopéptido de Cdk3 a los 0, 10, 20, 30 min después de 
la adición de PTP1B (línea roja). Como control positivo se utilizó un fosfopéptido del 
IRb (línea negra).   
 

A continuación, se calcularon las constantes cinéticas de Velocidad Máxima (Vmax) y 

Constante de Michaelis (Km) empleando un análisis de regresión no lineal de Michaelis-

Menten [121]. Los valores de Vmax obtenidos (36.85 pmol/min y 27.61 pmol/min para el 

IRb y Cdk3 respectivamente) indican que PTP1B desfosforila más rápidamente al IRb 

que a Cdk3. Sin embargo, los valores de la Km obtenidos (22.06 µM y 12.21µM para el 

IRb y Cdk3, respectivamente) indican que PTP1B presenta mayor afinidad por Cdk3 

que por nuestro control positivo, el IRb (Figura 14). 

    
Figura 14. Curva de saturación de PTP1B con los fosfopéptidos del IRb y Cdk3. 
La gráfica del lado izquierdo muestra los resultados del experimento de cinética 
enzimática del IRb, y la del lado derecho, de Cdk3. PTP1B tiene mayor afinidad 
enzimática por Cdk3 que por el IRb al tener una Km menor. En el eje de las X se indica 
la cantidad en µM de sustrato utilizado, y en el eje de las Y se indica la cantidad de 
PO42- liberado. 
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Los datos obtenidos fueron empleados para calcular la cantidad, expresada en nmoles, 

de PO42- liberados por los fosfopéptidos de Cdk3 y del IRb cuando fueron incubados en 

presencia de PTP1B. Nuestros resultados indican que PTP1B desfosforila a ambos 

péptidos con la misma eficiencia (Figura 15).  

 
 
Figura 15. Actividad in vitro de PTP1B contra Cdk3. La actividad in vitro de PTP1B 
como un fosfopéptido correspondiente de Cdk3 se determinó empleando un ensayo de 
fosfatasa con Verde de Malaquita. Como control positivo se utilizó un fosfopéptido del 
IRb. Cada ensayo se realizó por triplicado y se calcularon los nmol de fosfato liberado. 
n.s = sin diferencias estadísticamente significativas, ***p<0.0001  
 

Todos estos resultados nos permiten concluir que el residuo de pTyr15 de Cdk3 es un 

sustrato de PTP1B, y que lo desfosforila casi con la misma eficiencia que a uno de sus 

sustratos mejor caracterizado y ampliamente estudiado, el IRb. 

 

9.3 PTP1B y Cdk3 interactúan en un contexto celular 
Con el propósito de determinar si Cdk3 interactúa con PTP1B en un contexto celular, 

se realizó una primera aproximación a través de la co-trasfección de células HEK293-T 

con vectores de expresión eucarionte que contienen los genes que codifican a PTP1B 

fusionados a una bandera de myc, y a Cdk3 fusionado a una de HA; y su expresión se 

evalúo mediante la técnica de Western blot, en donde se emplearon anticuerpos 

primarios anti-myc y anti-HA para la inmunodetección de PTP1B y Cdk3, 

respectivamente. Una vez confirmada la co-expresión de ambas proteínas, se analizó 

su posible co-localización mediante inmunofluorescencia, y se observó que co-localizan 

en la envoltura nuclear de las células HEK293-T (Figura 16). 
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Figura 16. Co-localización de PTP1B y Cdk3 en la línea celular HEK293-T. La 
imagen del lado izquierdo muestra un Western blot representativo para verificar la 
expresión de Cdk3-HA y PTP1B-myc en células HEK293-T no transfectadas (carril 
izquierdo), o co-transfectadas con los vectores pCMV-neo Cdk3-HA y pcDNA4/myc-His 
PTP1B (carril derecho). Como control de carga se usó GAPDH. En la imagen del lado 
derecho se muestran células HEK293 co-transfectadas con los vectores pCMV-neo 
Cdk3-HA y pcDNA4/myc-His y analizadas mediante microscopía confocal. PTP1B fue 
teñida en color rojo y Cdk3 en verde. El panel superior muestra ambos canales por 
separado y la sobre-posición de estos. El panel medio muestra el acercamiento de una 
de las células y se indica la posición del núcleo. Finalmente, el panel inferior muestra 
un acercamiento al recuadro amarillo del panel de en medio, en donde se señalan con 
flechas algunas zonas con puntos naranjas o amarillos que indican la co-localización de 
ambas proteínas. 
 

A continuación, se evaluó si PTP1B y Cdk3 endógenas interactúan físicamente en 

líneas celulares de GB humano. En primer lugar, se realizó un análisis bioinformático 

con el objetivo de seleccionar algunas líneas celulares que co-expresen a ambas 

proteínas. Para este propósito, se descargaron datos de expresión de PTP1B y Cdk3 a 

nivel del mRNA en un panel de 49 líneas celulares de GB humano del portal Cancer 

Dependency Map (DepMap: https://depmap.org/) [122]. Estos datos fueron graficados y 

se observó que todas las líneas celulares de GB expresan altos niveles de los mRNAs 

de PTP1B y Cdk3 (Figura 17). 

https://depmap.org/
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Figura 17. Niveles de expresión relativa de PTP1B y Cdk3 a nivel del mRNA en 
líneas celulares de GB humano. Los datos de expresión de PTP1B y Cdk3 se 
descargaron del portal DepMap (https://depmap.org/). La gráfica superior muestra los 
niveles de expresión relativa de PTP1B, y la inferior los de Cdk3. 
 

A partir de los resultados anteriores, se seleccionaron las líneas celulares LN229, U87-

MG y U251 para determinar si PTP1B interactúa con Cdk3 en células de GB humano. 

Las células fueron sincronizadas mediante ayuno de suero y se realizó un Ensayo de 

Ligación por Proximidad, el cual permite detectar la interacción entre dos proteínas 

endógenas que se encuentran a una distancia de entre 17 y 40 nm, las cuales pueden 

visualizarse en forma de patrones punteados. Las muestras fueron observadas en un 

microscopio confocal y la interacción entre ambas proteínas se detectó como puntos 

rojos que fueron cuantificados empleando el programa ImageJ. Todas las líneas 

celulares mostraron patrones punteados de interacción entre PTP1B y Cdk3. Las líneas 

que tuvieron una mayor cantidad de puntos positivos fueron LN229 y U251, y la línea 
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celular con el menor número de interacciones fue U87-MG. Los datos obtenidos son 

resultado del conteo en 3 campos representativos con un total 30 células por muestra 

(Figura 18). Los resultados obtenidos nos indican que PTP1B y Cdk3 co-localizan en el 

núcleo y citoplasma de distintas líneas celulares de GB humano. Estos resultados nos 

permiten concluir que PTP1B y Cdk3 interactúan físicamente en un contexto celular. 

 

 

 
 
Figura 18. PTP1B y CDK3 interactúan físicamente en células de GB humano. El 
panel superior muestra una imagen representativa de un ensayo de PLA en las líneas 
celulares de GB humano LN229, U87-MG y U251. En verde se observa al citoesqueleto 
de actina, en azul los núcleos y los puntos de color rojo indican los sitios en donde 
interactúan PTP1B y CDK3. La gráfica inferior corresponde a la cuantificación del 
número de puntos positivos por célula. Para cada línea celular se contaron tres campos 
representativos con al menos 30 células cada uno. ** p<0.001 
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9.4 La inhibición farmacológica o el silenciamiento con siRNAs de PTP1B arresta 
al ciclo celular en líneas de GB humano 
Con el propósito de entender la relevancia biológica de la desfosforilación de Cdk3 

mediada por PTP1B, analizamos el efecto de la inhibición farmacológica de esta 

fosfatasa en la progresión del ciclo celular. Debido a que la actividad de Cdk3 es 

necesaria para que las células que se encuentran en G0 reingresen al ciclo celular, y 

para que se de una correcta transición de G1/S en células eucariontes [104,107], 

nosotros hipotetizamos que la inhibición de PTP1B con su inhibidor alostérico 

Claramina [123], o su silenciamiento con siRNAs, podría conducir a un arresto del ciclo 

celular en estas fases. Para comprobar nuestra hipótesis, las líneas celulares LN229, 

U87-MG y U251 se sincronizaron en G0 mediante ayuno de suero en presencia de 

vehículo o de 5 µM de Claramina, o se transfectaron con siRNAs dirigidos contra 

PTP1B o con un siRNA control; y se colectaron cada 24 horas después de liberar el 

arresto del ciclo celular. Las células se almacenaron en etanol absoluto a -20ºC, y el 

día del análisis por citometría se trataron con RNasa, y el DNA fue teñido con yoduro 

de propidio con el propósito de medir el contenido de DNA y así poder cuantificar el 

porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular a los tiempos establecidos. 

Nuestros resultados mostraron que en las células tratadas con vehículo, o 

transfectadas con el siRNA control hay una progresión normal del ciclo celular. En 

contraste, la inhibición de PTP1B o su silenciamiento con siRNAs promueve un arresto 

en G0/G1 en las tres líneas celulares empleadas, ya que a las 24 horas de haber 

liberado el arresto del ciclo celular, una alta proporción de las células se encuentra 

arrestada en esas fases (Figura 19). Con estos resultados podemos concluir que 

PTP1B promueve la progresión del ciclo celular, específicamente de las fases G1 a S, 

a través de la activación de Cdk3. 
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Figura 19. Efecto de la inhibición farmacológica o del silenciamiento con siRNAs 
de PTP1B en la progresión del ciclo celular de líneas de GB humano. Las líneas 
celulares LN229, U87-MG y U251 se sincronizaron en las etapas G0/G1 mediante 
ayuno de suero y fueron tratadas con vehículo (barras negras) o con 5 µM del inhibidor 
alostérico de PTP1B Claramina (barras azules), o bien, transfectadas con un siRNA 
control (barras rosas), o un siRNA dirigido contra PTP1B (barras verdes). El arresto del 
ciclo celular se liberó mediante la adición de suero y las células se colectaron a las 0, 
24 y 48 horas. Las gráficas de barras muestran en color la proporción de células en 
G0/G1, en S, y en G2/M. Los asteriscos indican los tiempos en los cuales existe una 
diferencia significativa en la proporción de células en cada una de las etapas del ciclo 
celular en las líneas tratadas con Clarmina con respecto a su control tratado con 
vehículo. Y de las células transfectadas con el siRNA dirigido contra PTP1B con 
respecto a las células transfectadas con un siRNA control. ** p<0.01 
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9.5 La inhibición farmacológica o el silenciamiento con siRNAs de PTP1B afecta 
la activación de la ruta de señalización Cdk3/Rb/E2F en células de GB humano 
Con el propósito de determinar el mecanismo molecular por el que PTP1B y Cdk3 

regula la progresión del ciclo celular, las líneas celulares LN229, U87-MG y U251 se 

sincronizaron en G0 mediante ayuno de suero en presencia de vehículo o de 5 µM de 

Claramina, o se transfectaron con siRNAs dirigidos contra PTP1B o con un siRNA 

control. Posteriormente, las células se estimularon durante 2 horas con suero para 

liberar el arresto; y se evaluaron los niveles de activación de Cdk3 y sus efectores 

mediante Western blot. Los resultados obtenidos indican que en todas las líneas 

celulares hay un marcado aumento en los niveles de fosforilación de Cdk3 en el residuo 

de Tyr15 (forma inactiva) en las células tratadas con Claramina en comparación a las 

células tratadas con vehículo. Además, se observó una disminución significativa en los 

niveles de fosforilación de Rb, sugiriendo que este supresor tumoral se encuentra 

activo (Figura 20).  
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Figura 20. La inhibición farmacológica o el silenciamiento de PTP1B regula 
negativamente la actividad del eje de señalización Cdk3-Rb. Las líneas celulares de 
GB humano LN229, U87-MG y U251 fueron puestas en ayuno de suero durante 24 
horas y tratadas con vehículo o con el inhibidor alostérico de PTP1B, Claramina, o bien 
fueron. Posteriormente, las células fueron estimuladas con suero fetal bovino y se 
analizaron mediante western blot los niveles de fosforilación de Cdk3 en el residuo de 
Tyr15 (forma inactiva de Cdk3) y de Rb en las posiciones de Ser807/811 (forma activa 
de Rb). GAPDH se utilizó como control de carga. 
 

Distintos estudios han demostrado que Rb reprime la progresión del ciclo celular al 

formar un complejo con el factor de transcripción E2F e impide que éste transcriba sus 

genes blanco que son necesarios para la transición de G1/S [124–126]. Para 

comprobar que PTP1B regula la progresión del ciclo celular de manera dependiente de 

Cdk3/Rb/E2F, se determinaron los niveles expresión de tres genes blanco de E2F: 

Ciclina A, Ciclina E1 y Cdk1 mediante RT-PCR en tiempo real en las líneas celulares 
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LN229 y U87-MG y U251. Los resultados obtenidos muestran que la expresión de 

estos genes disminuye significativamente en las líneas celulares tratadas con el 

inhibidor de PTP1B (Figura 21). 

 

     
 
Figura 21. La inhibición farmacológica de PTP1B regula negativamente la 
expresión de genes blanco del factor de transcripción E2F. Las líneas celulares 
LN229, U87-MG y U251 fueron puestas en ayuno de suero durante 24 horas y tratadas 
con vehículo (barras blancas) o con el inhibidor alostérico de PTP1B, Claramina (barras 
negras). Posteriormente las células fueron estimuladas con suero fetal bovino y se 
determinó la expresión de los genes blanco de E2F: Ciclina A, Ciclina E1 y Cdk1 
mediante RT-PCR en tiempo real. Los niveles de expresión relativa de todos los genes 
se normalizó empleando a GAPDH como control de expresión. **p<0.01, n.s. sin 
diferencias significativas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.0

0.5

1.0

1.5

** ** **

Ciclina A Ciclina E1 Cdk1

LN229

E
xp

re
si

ó
n

 R
el

at
iv

a 
U

.A
.

0.0

0.5

1.0

1.5

Ciclina A Ciclina E1 Cdk1

U87-MG

** n.s **

E
xp

re
si

ó
n

 R
el

at
iv

a 
U

.A
.

0.0

0.5

1.0

1.5

Ciclina A Ciclina E1 Cdk1

** ** **

U251

E
xp

re
si

ó
n

 R
el

at
iv

a 
U

.A
.



 

58 

10. DISCUSIÓN 
El GB es el tumor cerebral más común y con mayor malignidad, tiene una alta tasa de 

mortalidad, y debido a su naturaleza infiltrante y proximidad a estructuras críticas, la 

resección completa rara vez es posible [9]. Las alternativas terapéuticas para el 

tratamiento del GB son esquemas de radiación combinados con quimioterapia [11,12]. 

Sin embargo, los problemas que se presentan son su ineficacia y el desarrollo de 

resistencia al tratamiento, por lo que resulta importante identificar moléculas relevantes 

para el desarrollo y supervivencia de las células de GB que puedan ser empleadas 

como nuevos blancos de intervención terapéutica. Debido a que la fosforilación de 

proteínas en residuos de tirosina regula la proliferación, migración y supervivencia 

celular entre otros procesos [15]; la actividad aberrante de PTKs y de PTPs ha sido 

asociada al desarrollo tumoral y desde hace más de dos décadas se ha propuesto su 

uso como blancos terapéuticos [19,127].  

Aunque los inhibidores farmacológicos de PTKs se usan de manera rutinaria para el 

tratamiento de distintos tipos de cáncer [128], el desarrollo de inhibidores de PTPs es 

relativamente reciente, y esto se debe en parte a que hasta la fecha son solo tres PTPs 

las que tienen un papel oncogénico demostrado, Shp2, PRL-3 y PTP1B 

[33,108,109,124–126]. Además, el diseño de inhibidores farmacológicos de fosfatasas 

que sean lo suficientemente selectivos implica un gran reto debido al alto grado de 

conservación en los dominios catalíticos de las PTPs; por lo que una de las estrategias 

que se ha empleado es el diseño de inhibidores alostéricos que se unan a regiones que 

se encuentren alejadas al sitio activo de la fosfatasa [132]. Esta estrategia ha sido 

empleada recientemente para diseñar inhibidores alostéricos altamente selectivos 

contra la fosfatasa Shp2, la cual activa distintas rutas de señalización implicadas en la 

proliferación, supervivencia y crecimiento tumoral, entre las que se encuentran las vías 

de JAK/STAT, Ras/RAF/MEK/ERK, PD-1/PD-L1 y la de PI3K/Akt/mTOR [133–137]. 

Hasta la fecha, cuatro inhibidores alostéricos de Shp2 se encuentran en ensayos 

clínicos, el más avanzado es JAB-3068 que ha sido empleado para el tratamiento del 

cáncer de esófago y se encuentra en la fase clínica IIa, mientras que otros tres 

inhibidores, llamados TNO155, RLY-1971 y RMC-4630, se han utilizado para el 

tratamiento de distintos tipos de tumores sólidos y se encuentran en pruebas de fase I 
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[138]. Otra de las PTPs a la que se le ha atribuido un papel oncogénico es PRL-3, esta 

fosfatasa se encuentra sobre-expresada en cáncer de colon, ovario, estómago e 

hígado [139–142]. El fármaco dirigido contra esta molécula es un anticuerpo 

monoclonal llamado PRL3-zumab, el cual se une a la PLR-3 que se localiza en la 

membrana plasmática de las células cancerosas y recluta linfocitos B, células NK y 

macrófagos, para inducir citotoxicidad mediada por anticuerpos [143]. 

Finalmente, con respecto a PTP1B, esta enzima ha sido asociada al desarrollo de 

varias neoplasias, y aunque en algunos tumores, como el de mama, se han logrado 

identificar algunos de sus sustratos más relevantes; en otros tumores como el GB no se 

ha estudiado con detalle el mecanismo molecular por el cual PTP1B actúa como un 

oncogén. En 2019, Jin y colaboradores reportaron que PTP1B se encuentra sobre-

expresado a nivel del mRNA y de la proteína en muestras de GB humano, y este 

aumento en sus niveles de expresión es causado por la amplificación del gen que la 

codifica. Entre las vías de señalización que PTP1B podría regular en GB, se 

encuentran las de Src/PI3K/Akt/mTOR y la de Ras/RAF/MEK/ERK [118]. 

Recientemente, se ha reportado que los miRNAs pueden participar en el desarrollo de 

los gliomas al regular negativamente la expresión de proteínas involucradas en la 

proliferación, supervivencia y migración de la célula tumoral [144]. Uno de los miRNAs 

que se encuentra sub-expresado en GB es el miR-34c, el cual tiene la propiedad de 

unirse de manera canónica a la región 5’ no traducida del mRNA de PTP1B y regular 

negativamente su expresión [145]. Finalmente, un estudio reciente indica que en 

células de GB humano, PTP1B actúa sobre el receptor de IL-13, IL13Rα2, para activar 

las vías de Src/PI3K/Akt/mTOR y de Ras/RAF/MEK/ERK. Además, el tratamiento 

farmacológico con el inhibidor alostérico de PTP1B, Claramina, redujo 

significativamente el crecimiento tumoral en un modelo animal de xenoinjertos 

derivados de biopsias de GB humanos [82]. Sin embargo, aunque PTP1B ha sido 

ampliamente estudiada, hasta la fecha solo hay dos inhibidores farmacológicos de esta 

enzima en estudios clínicos, Trodusquemina, que se encuentra en estudios de fase I 

para el tratamiento de diabetes tipo II y obesidad, y MSI-1436C que también se 

encuentra en fase I, y ha tenido una alta efectividad para el tratamiento de cáncer de 

mama metastásico [22,146]. Además, algunos estudios sugieren que terapias 
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combinadas en la que se inhiba a PTP1B y a algunas de sus proteínas reguladoras o 

efectoras pueden tener un efecto sinérgico y mayores beneficios para el paciente que 

una monoterapia. De acuerdo a los resultados obtenidos en modelos animales de 

cáncer de mama, se ha propuesto que inhibidores de PTP1B pueden ser utilizados en 

combinación con anticuerpos monoclonales como Trastuzumab o Pertuzumab para el 

tratamiento de pacientes con cáncer de mama HER2 positivo [77]. Por otra parte, 

también se ha observado que en modelos murinos de diabetes tipo II, la inhibición de 

PTP1B en combinación con un agonista de PPARg mejora significativamente la 

respuesta a la insulina y aumenta los niveles plasmáticos de adiponectina, resultando 

en una reducción más rápida de los niveles de glucosa en sangre, en comparación con 

el grupo control o con la inhibición individual de estas moléculas [147]. A pesar de estos 

avances, aún es necesario determinar si los sustratos o moléculas reguladas por 

PTP1B en distintas enfermedades pudieran ser tejido-específicos y si tienen el 

potencial de ser empleados como blancos de intervención terapéutica. 

Debido a que los mecanismos moleculares por los que PTP1B actúa como un oncogén 

en distintos tipos de tumores requieren de un mayor estudio, realizamos un 

experimento de fosfoproteómica con el propósito de encontrar nuevos sustratos o 

proteínas que puedan ser reguladas indirectamente por PTP1B, y que ayuden a 

comprender mejor su papel oncogénico. Este estudio nos permitió identificar más de 

200 sustratos directos o indirectos de PTP1B, algunos de ellos previamente 

caracterizados, como p62DOK, EGFR y el IRb; además de otras proteínas que pudieran 

ser nuevos sustratos de esta enzima y que han sido asociadas al desarrollo del cáncer. 

De este listado, se seleccionaron algunas oncoproteínas para evaluar si poseían la 

secuencia consenso de desfosforilación de PTP1B, E/D-pY-pY-R/K, la que si bien no 

es indispensable para el reconocimiento del sustrato, si confiere una mayor afinidad 

hacia él [44]. Entre las proteínas identificadas como potenciales sustratos de PTP1B se 

encontró a Cdk3, la cual no ha sido estudiada con tanto detalle como Cdk4 y Cdk6 a 

las cuales se les ha atribuido una clara función oncogénica [102], pero que de acuerdo 

a algunos reportes tiene un papel relevante en el desarrollo de cáncer de mama y GB 

[107–110].  
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Nuestra primera aproximación para comprobar que Cdk3 es un nuevo sustrato de 

PTP1B fue emplear herramientas bioinformáticas que han sido utilizadas previamente 

para predecir posibles interacciones entre distintas biomoléculas. Esta aproximación 

nos permitió determinar que el complejo PTP1B-Cdk3 es termodinámicamente estable, 

y que Cdk3 tiene un buen acoplamiento con el dominio catalítico de PTP1B, de modo 

que su residuo de pTyr15 se encuentra cercano a los residuos catalíticos Cys215 y 

Arg221 de PTP1B. Además, la estabilidad de la estructura del complejo PTP1B-Cdk3 y 

sus valores de energía de unión a ligando se compararon con los del complejo formado 

por PTP1B con uno de sus sustratos mejor caracterizado, el IRb [61], y observamos 

que son bastante similares, lo que nos permite concluir que hay una alta probabilidad 

de que este PTP1B interactúe físicamente con Cdk3 y la desfosforile. 

Los ensayos bioquímicos y de biología celular nos permitieron confirmar que PTP1B es 

capaz de desfosforilar al residuo de pTyr15 de Cdk3 y que ambas proteínas se asocian 

físicamente en un contexto celular. Estos resultados abren la posibilidad de la 

existencia de una nueva ruta de señalización en GB, en la que PTP1B podría regular la 

progresión del ciclo celular a través de la activación de Cdk3 y sus efectores. Existen 

algunos antecedentes en los que se ha observado que la inhibición farmacológica o el 

silenciamiento de PTP1B con siRNAs causan un arresto del ciclo celular en las etapas 

G2/M o en G1 en células de cáncer de páncreas y riñón respectivamente [80,148], pero 

hasta ahora ese efecto no había sido atribuido a la regulación de la actividad de alguna 

Cdk por parte de PTP1B. En nuestro caso, observamos que la inhibición farmacológica 

de PTP1B con Claramina, o su silenciamiento con siRNAs, retrasó la progresión de G1 

a S en tres líneas celulares de GB humano, por lo que decidimos analizar si PTP1B 

regula la progresión del ciclo celular a través de la activación de Cdk3. Para comprobar 

esta hipótesis, comparamos los niveles de activación de Cdk3 en las líneas celulares 

de GB humano LN229, U-87MG y U251 después de ser tratadas con vehículo o con 

Claramina. Los resultados de este experimento mostraron que al inhibir 

farmacológicamente a PTP1B hay un aumento significativo en los niveles de 

fosforilación de Cdk3 en su residuo de Tyr15, lo que indica que se encuentra en un 

estado inactivo, mientras que en las células tratadas con el vehículo, Cdk3 se 
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encuentra activa, lo cual podemos apreciar a través de sus bajos niveles de 

fosforilación. Se ha propuesto que cuando Cdk3 es desfosforilada y activada por 

fosfatasas de la familia Cdc25, esta puede a su vez fosforilar a Rb en los residuos de 

Ser807 y 811, lo cual permite su disociación del factor transcripcional E2F y la 

transcripción de los genes necesarios para que se de la transición de G1 a S [104]. Por 

lo que analizamos los niveles de fosforilación de Rb en esos residuos, así como la 

expresión de los genes blanco de E2F, Ciclina A1, Ciclina E y Cdk1, y observamos que 

la inhibición farmacológica de PTP1B o su silenciamiento con siRNAs regula 

negativamente su expresión.  

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, en donde se demuestra que 

Cdk3 es un sustrato de PTP1B, se propone la existencia de una nueva ruta de 

señalización en células de GB humano, en donde esta fosfatasa promueve la 

progresión de ciclo celular a través de la desfosforilación del residuo de inhibición Tyr15 

de Cdk3, esta cinasa una vez que se encuentra en su forma activa fosforila a Rb y 

favorece su disociación del factor de transcripción E2F y la expresión de sus genes 

blanco, los cuales son necesarios para que se lleve a cabo la transición de G1/S 

(Figura 22). Este es el primer reporte en el que una Cdk es activada por una fosfatasa 

distinta a Cdc25, lo que abre la posibilidad de que el eje de señalización 

PTP1B/Cdk3/Rb/E2F pueda ser empleado en un futuro como un nuevo blanco de 

intervención terapéutica en GB. 

 



 

63 

 
Figura 22. PTP1B regula la progresión del ciclo celular a través de la activación 
de la vía Cdk3/Rb/E2F. Modelo propuesto para la progresión del ciclo celular 
dependiente de la vía de señalización PTP1B/Cdk3/Rb/E2F en células de GB humano.
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11. CONCLUSIONES 
En este trabajo, se identificó a Cdk3 como un nuevo sustrato de PTP1B mediante 

experimentos de fosfoproteómica y de “docking”, así como de ensayos bioquímicos y 

de biología celular. Los resultados de nuestros experimentos muestran que PTP1B 

desfosforila a Cdk3 en su residuo de Tyr15 y activa la ruta de señalización Rb/E2F y la 

expresión de genes necesarios para el reingreso de las células que se encuentran en 

G0 a G1; y para que ocurra la transición de G1 a S en células derivadas de GB 

humano. Este estudio demuestra, que en nuestro sistema. Cdk3 es activada por una 

fosfatasa que no pertenece a la familia de Cdc25, y que la ruta de señalización 

PTP1B/Cdk3/Rb/E2F es necesaria para una progresión eficiente del ciclo celular. 

 
12. PERSPECTIVAS 
1) Evaluar si existe una correlación en los niveles de expresión de PTP1B y Cdk3 a 

nivel de la proteína en biopsias de GB humano. 

2) Estudiar el efecto de la inhibición combinada de PTP1B y Cdk3 en la progresión del 

ciclo celular de células de GB humano. 

3) Determinar el potencial uso terapéutico de la inhibición individual y combinada de 

PTP1B y Cdk3 en un modelo animal de GB. 
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Protein tyrosine phosphorylation is one of the major post-translational modifications in eu-
karyotic cells and represents a critical regulatory mechanism of a wide variety of signaling
pathways. Aberrant protein tyrosine phosphorylation has been linked to various diseases,
including metabolic disorders and cancer. Few years ago, protein tyrosine phosphatases
(PTPs) were considered as tumor suppressors, able to block the signals emanating from re-
ceptor tyrosine kinases. However, recent evidence demonstrates that misregulation of PTPs
activity plays a critical role in cancer development and progression. Here, we will focus on
PTP1B, an enzyme that has been linked to the development of type 2 diabetes and obesity
through the regulation of insulin and leptin signaling, and with a promoting role in the devel-
opment of different types of cancer through the activation of several pro-survival signaling
pathways. In this review, we discuss the molecular aspects that support the crucial role of
PTP1B in different cellular processes underlying diabetes, obesity and cancer progression,
and its visualization as a promising therapeutic target.

Introduction
Protein tyrosine phosphorylation is one of the most important post-translational modifications in eu-
karyotic cells and plays a fundamental role in cellular physiology, since it can promote allosteric changes
essential for protein–protein interactions, protein stability, the proper protein localization, and the enzy-
matic activity [1,2]. Reversible tyrosine phosphorylation of proteins is reciprocally controlled by protein
tyrosine kinases (PTKs) and protein tyrosine phosphatases (PTPs). Consequently, the aberrant activity of
these enzymes has been linked to various diseases including cancer [3,4]. PTPs are hydrolases that dephos-
phorylate phosphotyrosine (pTyr) residues of a large number of proteins producing a dephosphorylated
protein at tyrosine residues and inorganic phosphate [5].

In the human genome, the PTP superfamily is divided into four separate families (Class I, II, III, and
IV) according to differences in the amino acid sequence at their catalytic domains and the nucleophilic
amino acid used in the catalytic reaction. Classes I, II, and III are formed by cysteine (Cys)-based PTPs and
Class IV by aspartate (Asp)-based PTPs (Table 1) [5,6]. The largest family is the Class I Cys-based PTPs,
which can be further divided into two subfamilies: tyrosine-specific or classical PTPs, which includes
receptor-type PTPs (PTPRs) and non-receptor PTPs (NRPTPs); and vaccinia virus H1-like (VH1-like)
dual-specificity phosphatases (DUSPs), which are the more diverse group. In terms of substrate specificity,
besides pTyr, they have the ability to dephosphorylate phosphoserines (pSer), phosphothreonines (pThr),
and/or phosphoinositides (PIPs), in addition to pTyr [7,8].

The Class II Cys-based PTP is represented in the human genome by a single gene termed ACP1,
which encodes the 18-kDa low molecular weight phosphatase LMPTP, a protein involved in the mod-
ulation of various signaling pathways including T-cell receptor activation [9,10]. The Class III Cys-based
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Table 1 Classification of human PTPs

M.W. (kDa) Substrate

Class I (Cys)-based Classical PTPs 48–213 pTyr, PIPs

VH1-like 21–50 pTyr, pSer, pThr, PIPs, Phosphatidylglycerophosphate,
Phosphoglycogen, 5′ CAP-mRNA

Class II (Cys)-based LMPTP 18 pTyr

Class III (Cys)-based CDC25 59–65 pTyr, pThr

Class IV (Asp)-based EYA 59–70 pTyr, pSer

PTPs comprises three cell cycle regulators, CDC25A, CDC25B and CDC25C, which regulate cell cycle progression
and checkpoint pathways that control the DNA damage response, mainly by activating the cyclin-dependent kinases
(Cdks) through dephosphorylation of the Thr14 and Tyr15 residues in their ATP-binding loop [11,12]. Finally, the
Class IV Asp-based PTPs in humans is represented by the four members of the EYA family (EYA1–4), a group of pro-
teins originally identified as essential transcriptional co-activators of the Six family of homeoproteins [13]. The highly
conserved C-terminal domains of the EYA proteins were discovered to act as an Mg2+-dependent Tyr phosphatases,
making EYAs the first transcriptional activators to harbor intrinsic phosphatase activity [14]. So far, the only validated
substrate identified for the Tyr phosphatase activity of EYAs is the histone H2AX [15]. In the next sections, we will
focus on PTP1B, a Class I phosphatase that plays a promoting role in the development of different types of cancer
through the activation of pro-survival signaling pathways.

PTP1B structure and regulation
PTP1B is a ubiquitous and abundant intracellular enzyme and the prototype of non-receptor phosphatases. It was
the first enzyme of its class to be purified to homogeneity [16,17], cloned [18,19], and crystallized [20,21]. Most
discoveries about the mechanisms of regulation, structure, and function of this class of phosphatases were described
in PTP1B [22]. This enzyme is encoded by the protein tyrosine phosphatase non-receptor type 1 (PTPN1) gene. In
humans, it is located at chromosome 20q13.1 (Figure 1A), in a region that has been associated with diabetes and
obesity, and spans over 74 kb with an unusually large first intron. In normal human cells, two PTP1B mRNAs were
identified, a larger 4.7 kb transcript which includes intron 9, and a smaller 3.5 kb transcript with intron 9 spliced out
(Figure 1B) [23]. Interestingly, this genetic locus is commonly amplified in breast cancer and has been associated with
poor prognosis [24].

The PTPN1 gene is translated into a 435-amino acid protein composed of an N-terminal catalytic domain (residues
30–278), two proline-rich domains (residues 278–401), at least one of which is crucial for protein–protein interac-
tions, and a 35 amino acid C-terminal tail (residues 401–435) that targets PTP1B to the cytoplasmic face of the endo-
plasmic reticulum (ER) (Figure 1C) [25,26]. Despite its ER localization, PTP1B can interact with diverse substrates,
which include cytosolic, nuclear, plasma membrane-bound, mitochondrial, and adherent junction proteins [27–29].
The non-catalytic motifs and the catalytic domain regulate the interaction between PTP1B and its substrates. PTP1B
contains proline-rich motifs that mediate its association with several Src-homology 3 (SH3) domain-containing sub-
strates such as p130Cas and Src [30,31]. In addition, PTP1B catalytic domain has a high specificity and preference
towards certain substrates. Crystallographic analysis of PTP1B interaction with the insulin receptor (IR) established
that the sequence E/D-pY-pY-R/K is needed for optimal substrate recognition. Indeed, PTP1B exhibits higher affinity
(∼70 fold) for tandem pTyr containing peptides compared with those with mono-pTyr (Figure 1D) [32]. Remark-
ably, this motif has been used to predict novel PTP1B substrates such as Janus Kinase 2 (JAK2) and Tyrosine Kinase 2
(TYK2) [33]. Although the tandem pTyr-motif is important for optimal substrate recognition it is not a requirement,
as several well-established PTP1B substrates do not possess this sequence.

The regulation of PTP1B expression at transcriptional and post-transcriptional levels or by post-translational mod-
ifications has been extensively studied since its discovery. The promoter regions of human and mouse PTP1B genes
lack a TATA-box, but are rich in GC sequences, and possess binding sites for a wide variety of transcription fac-
tors such as Sp1, Early Growth Response Protein 1 (EGR1), Nuclear Factor κ B (NF-κB), Y box binding protein 1
(YBX1), and the androgen receptor (AR) among others [34–37]. Recently, it has been reported that PTP1B expression
can also be regulated at post-transcriptional level through the interaction of multiple miRNAs such as miR-338-3p,
miR-193a-3p, miR-135a, miR-146-b, and miR-206 with its 3′-UTR region [38–43].

At post-translational level, PTP1B function is regulated by several modifications including oxidation, nitrosyla-
tion, sumoylation, phosphorylation, and proteolytic cleavage (Figure 1C) [44]. Like other classical PTPs subfamily
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Figure 1. Genomic organization and structure of PTP1B

(A) Graphical representation of the human chromosome 20. The human PTP1B gene is located into the chromosome 20q13.1, a

commonly amplified region in breast and ovarian cancers. (B) The upper panel shows the schematic representation of the human

PTP1B gene. Exons are boxed, and the black region indicates the coding sequence. The two alternative termination codons, one in

intron 9 and the other in exon 10, are indicated. The lower panel shows the schematic representation of PTP1B mRNA. In humans

there are two transcripts, a larger 4.7 kb one, which includes intron 9, and a smaller 3.5 kb transcript with the intron 9 spliced out.

(C) Structural domains and post-translational modifications of PTP1B. (D) Model of the PTP1B (gray)—Insulin Receptor (green)

interaction predicted by protein–protein docking using ClusPro. Interaction of the phosphotyrosine 1162 of IR with the catalytic

residues Cys215 and Arg221 of PTP1B is highlighted. Abbreviation: IR, insulin receptor.
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members, PTP1B is susceptible to oxidation by reactive oxygen species (ROS) [45]. Oxidation of PTP1B Cys215 sup-
presses its activity by converting the sulphenic acid (S–OH) into a cyclic sulphenamide, in which the sulphur atom
of the catalytic Cys215 is covalently linked to the main chain nitrogen of an adjacent residue. This oxidation is ac-
companied by significant conformational changes in the architecture of the active site that inhibit substrate binding
[46,47]. These structural changes are reversible and protect the enzyme from higher order (S–O2H and S–O3H) irre-
versible oxidation, and facilitate the reduction back to its active form [47]. Similar to ROS, reactive nitrogen species
(RNS) suppresses PTP1B activity [48]. In particular, S-nitrosylation prevents PTP1B Cys215 from subsequent oxi-
dation when subjected to oxidative stress, suggesting that this post-translational modification protects PTP1B from
permanent inactivation caused by oxidative stress [49]. PTP1B is sumoylated in the residues Lys335 and 347, and its
C-terminal tail is required for maximum sumoylation [50]. In addition, sumoylation also affects PTP1B-mediated
dephosphorylation of its nuclear substrate, emerin, a protein involved in the maintenance of the nuclear architecture
[29]. Ser and Tyr phosphorylation can also regulate PTP1B activity. For instance, insulin promotes PTP1B phospho-
rylation at Tyr66, 152, and 153. It is possible that the phosphorylation of Tyr152 and 153 is more important for its effects
on protein interaction since the mutation of these residues markedly impairs the association of PTP1B with activated
IR [51,52]. Besides, PTP1B is phosphorylated at multiple Ser residues during mitosis [53]. Moreover, phosphoryla-
tion of PTP1B at Ser50 by Akt inhibits PTP1B activity and impairs its ability to dephosphorylate the IR, possibly as a
positive feedback mechanism to potentiate insulin signaling [54]. Finally, PTP1B activity can also be regulated by pro-
teolytic cleavage. In activated platelets, PTP1B is released from the ER by calpain-cleavage, generating a cytoplasmic
constitutively active enzyme [55]. The diversity of PTP1B post-translational modifications, illustrate the complexity
of its regulation.

Major signaling pathways regulated by PTP1B and their role
in metabolism
During the last 25 years, several reports have shown that PTP1B acts as a critical negative and positive regulator of
numerous signaling cascades (Figure 2). Initial in vitro evidence suggested that PTP1B was a negative regulator of
the IR and its downstream signaling pathways [17]. Confirmation of the importance of PTP1B in metabolism came
from PTP1B knockout (KO) mice, which display lower blood glucose and insulin levels than their wildtype (WT) lit-
termates. In addition, when the PTP1B KO and heterozygous mice were subjected to a chronic hypercaloric diet, they
remained resistant to weight gain and insulin-sensitive. In contrast, the WT mice rapidly gained weight and developed
insulin resistance [56]. At the molecular level, PTP1B KO mice exhibit increased phosphorylation of the IR in liver
and muscle tissue upon insulin injection, establishing PTP1B as a key regulator of insulin signaling. Further studies
using tissue-specific PTP1B KO animals revealed that despite improved glucose homeostasis and insulin signaling in
muscle and liver, these animals gained weight and developed insulin resistance when they were subjected to a high-fat
diet [57]. In contrast, neuron-specific PTP1B KO mice were protected from diet-induced obesity and glucose intol-
erance, indicating that neuronal PTP1B regulates body weight, adiposity, and leptin signaling [58]. Mechanistically,
PTP1B dephosphorylates the IR at the Tyr residues 972, 1162, and 1163 [32,51]. In addition, it has been shown that
in the liver of hyperglycemic Insulin Receptor Substrate-2 (IRS-2) deficient mice, PTP1B impairs IR/IRS-1-mediated
insulin signaling. Accordingly, deletion of PTP1B promotes insulin sensitivity in the liver these mice through the
restoration of IRS-1-mediated PI3K/Akt/Foxo1 phosphorylation and the inhibition of gluconeogenic enzymes [59].

Besides its prominent role in insulin signaling, PTP1B has been linked to leptin regulation. The first evidence that
PTP1B attenuates leptin signaling came from PTP1B KO mice. In this animal model, PTP1B is able to dephosphory-
late JAK2, a well-known downstream effector of the leptin receptor (LR), resulting in an inhibition of the synthesis of
the appetite-stimulating hormone, neuropeptide Y. Moreover, mice lacking both leptin and PTP1B, exhibit reduced
weight gain, low amounts of adipose tissue and high resting metabolic rates [36,60]. These effects are mediated by
a PTP1B-dependent mechanism for the control of diet-induced obesity [58]. It has been reported that in the brain,
there are two distinct populations of first-order neurons, which synthesize two different proteins, agouti-related pro-
tein (AgRP) or proopiomelanocortin (POMC), with opposite effects on energy balance [61,62]. Mice with a POMC
neuron-specific deletion of PTP1B are thin, even in the presence of a hypercaloric diet, and exhibit improved leptin
sensitivity and increased energy expenditure compared with WT mice [63]. However, there were no differences in
food intake between WT and PTP1B KO animals, suggesting that PTP1B function is important in other neuronal
populations regulating food intake.

Since inflammation and activation of the immune system are involved in the pathogenesis of obesity-related insulin
resistance and type 2 diabetes, and PTP1B modulates insulin and leptin signaling through the regulation of JAKs and
STATs, it has been suggested that there is a link between PTP1B and immune signaling. The expression of cytokines,
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Figure 2. Major signaling pathways regulated by PTP1B

PTP1B exerts a negative role in the insulin and leptin signaling, whereas it has a promoter role on Her2/Neu-induced tumorigenesis.

IR activation promotes tyrosine phosphorylation of IRS-1, leading to PI3K and Akt activation. PTP1B attenuates insulin signaling

following receptor endocytosis, and it dephosphorylates IRS-1. Activation of the LR leads to tyrosine phosphorylation of JAK2 and

subsequent activation of STAT3-mediated transcription. JAK2-STAT3 activity is also negatively regulated by PTP1B. Regarding the

oncogenic role of PTP1B signaling, it dephosphorylates p62Dok, which then inhibits p120RasGAP, thereby promoting Ras-MAPK–

mediated cell proliferation. Similarly, PTP1B dephosphorylates Src at Y529 to promote cell migration and enables the subsequent

activation of small GTPases such as Ras and Rac1. Abbreviation: LR, leptin receptor.

such as the Tumor Necrosis Factor α (TNFα), Interleukin (IL)-1 (IL-1) and IL-6, is part of the body’s response to
obesity-induced metabolic changes during inflammation [64]. Clear links between PTP1B and several of immune
pathways have been established, including the regulation of the JAK-STAT pathway [33], as well as TNFα and IL-6
signaling [65,66]. Therefore, it is feasible to assume that PTP1B is directly involved in the regulation of obesity through
its action on both IR and leptin signaling, and indirectly through of the modulation of the inflammatory response
and recruitment of immune cells.

PTP1B in cancer
The role of PTP1B in cancer has been extensively reviewed [22,44,67,68]. In the last decade several reports pointed
out that PTP1B plays a key role in cancer, serving as both tumor suppressor and tumor promoter depending on the
cellular context. Here, we will briefly discuss some of the most recent findings regarding PTP1B signaling in cancer.

The tumor suppressing properties of PTP1B were initially attributed to observations from cell culture experiments
demonstrating that its overexpression prevents cell transformation and decreases tumorigenicity in v-Src [26] and
Neu (the rat ortholog to the human epidermal growth factor receptor 2 [Her2]) [18] transformed fibroblasts. In ad-
dition, PTP1B also suppresses Bcr-Abl transformation in Rat-1 cells [69]. Despite these initial observations, two in-
dependent studies confirmed that PTP1B acts as an oncogene in a mouse model of Neu-driven breast cancer [70,71].
What is not completely understood, however, is the mechanism by which PTP1B cooperates with Neu during the
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transformation of breast epithelial cells. Two potential substrates, p62Dok and Src, have been proposed to mediate
the oncogenic signaling effects of PTP1B, but no systematic evaluation has been carried out to confirm whether these
proteins explain the function of PTP1B in Neu signal transduction. Regarding p62Dok, it has been established that
in breast and colon cancer, it inhibits p120RasGAP when it is dephosphorylated by PTP1B, thus leading to elevated
levels of GTP-bound Ras [72]. In immortalized mouse embryonic fibroblasts (MEFs) lacking PTP1B, there is an
increase in p62Dok tyrosine phosphorylation levels, which promotes the activation of p120RasGAP and the conse-
quent inhibition of Ras signaling [73]. Consistent with this in vitro evidence, Julien et al. observed enhanced p62Dok
phosphorylation in PTP1B-deficient tumors, correlating with diminished p120RasGAP phosphorylation in a Neu
transgenic mouse model [71]. Other possible PTP1B target is Src, however, changes in Src phosphorylation were not
reported in either of the aforementioned tumor models. Nevertheless, recent in vitro evidence showed that in a 3D
cell culture setting, PTP1B-mediated Src activation is a prime target in Her2 (Neu)-induced human breast cancer
cells. In these studies, activated Src bypasses the requirement of PTP1B for Her2-mediated transformation. Further-
more, exogenous expression of PTP1B, but not a catalytically active PTP1B mutant that cannot bind or activate Src,
recapitulated the effects of activated Her2 on the architecture of the 3D spheroids, including loss of luminal apoptosis
and maintenance of cell proliferation [74].

Although the oncogenic role of PTP1B has been extensively studied in breast cancer, some evidence demonstrates
that PTP1B plays an important role in the development of some other types of cancer. PTP1B is highly overexpressed
and it has been associated with tumor stage and overall survival of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients. In this
model, PTP1B dephosphorylates the Tyr527 of Src with the subsequent activation of the Ras/RAF/MEK/Erk pathway,
promoting cell proliferation and metastasis in an Src-dependent manner [75]. In a recent study, splice mutations of
PTP1B were found in approximately 20% of the human colon and thyroid cancer specimens analyzed. Importantly,
the splice variant PTP1B�E6, which is expressed in colon and thyroid tumors, lacks phosphatase activity. However, its
expression induced transformation of rat fibroblasts without Src activation, indicating that it is involved in signaling
pathways independent of Src [76].

PTP1B is highly expressed in pancreatic ductal adenocarcinoma, and its expression is correlated with distal metas-
tasis and tumor staging. Mechanistically, PTP1B regulates the PKM2/AMPK/mTOC1 signaling pathway to regulate
cell growth. PTP1B inhibition significantly increased the phosphorylation of PKM2 at the residue Tyr105, resulting
in the activation of AMPK which in turn decreased mTOC1 activity and led to the inhibition of p70S6K, inducing
cell death [77]. Interestingly, there is evidence that PTP1B acts as a tumor suppressor in NSCLC, and in some other
tumors, such as esophageal cancer, lymphoma, glioblastomas, and melanoma [78–82]. The molecular mechanism
by which PTP1B acts as a tumor suppressor has only been described in detail in melanoma and glioblastoma. In
melanoma, PTP1B dephosphorylates caveolin and down-regulates an Rab5/Rac1 signaling axis, which is essential
in cell migration. In glioblastomas, PTP1B knockdown or treatment with a PTP1B small-molecule inhibitor, causes
a significant decrease in IL-13-mediated adhesion, migration and invasion by inhibiting the dephosphorylation of
Src and consequently, the inactivation of the Src/Ras/Raf/MEK/ERK and PI3K/AKT pathways [81]. The tumor sup-
pressing function of PTP1B in NSCLC, esophageal cancer and lymphoma remains unknown. Thus, the dual role of
PTP1B in cancer is tissue-specific. Finally, a recent study showed that PTP1B is overexpressed in melanoma, where it
promotes migration and metastasis by binding Src and dephosphorylating the inhibitory site Tyr530, thus leading to
the activation of this kinase [82].

Recent advances in PTP1B inhibitor development
The implication of PTP1B in several pathological conditions, varying from metabolic disorders to cancer, has placed
it under the spotlight as being a promising therapeutic target. However, the identification of selective PTP1B small
molecule inhibitors with appropriate pharmacokinetic properties has proven extremely challenging. Many com-
petitive PTP1B inhibitors are phosphotyrosine mimetics that contain a carboxylic or phosphonic acid and a large
lipophilic tail in order to maximize the binding energy of the enzyme–inhibitor complex (Figure 3A) [83]. These
small molecule inhibitors generally possess low ligand efficiency, poor cell permeability, low bioavailability, and sub-
optimal pharmacokinetic properties. To overcome these challenges, several approaches have been used, including the
application of acidic isosteres, which have improved some of the absorption, distribution, metabolism and elimina-
tion (ADME) properties, and the design of bidentate ligands, which bind not only to the catalytic site, but also to an
allosteric site or side pockets as well. This strategy allowed the development of more potent inhibitors with enhanced
selectivity towards PTP1B over other PTPs [84]. In addition, trodusquemine (MSI-1436), a cholesterol metabolite
originally identified in the liver of the dogfish shark Squalus acanthia, directly targets the C-terminus region of
PTP1B blocking its phosphatase activity (Figure 3B) [85]. As trodusquemine showed promising effects in cellular
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Figure 3. Schematic representation of PTP1B interaction with competitive and allosteric inhibitors

(A) Small molecule phosphotyrosine mimetics like PNU 179326 (in red, PDB code: 1G7G) and DB08001 (in cyan, PDB code: 1XBO)

are competitive inhibitors of PTP1B. These molecules usually bind between the WPD loop and P-loop. (B) Predicted interaction of

the allosteric inhibitor trodusquemine (in red) in the C-terminal domain of PTP1B.

and animal models, other derivatives have been developed including claramine, a polyaminosteroid which is easier
to synthesize and showed similar effects than trodusquemine, restoring glycemic control in diabetic mice as deter-
mined by glucose and insulin tolerance tests [86]. More recently, in vivo studies using high fat diet-induced obese mice
treated with the chemical compound DPM-1001, a potent, specific, and orally bioavailable analog of trodusquemine,
showed a significant reduction in fat and insulin levels as a consequence of improved energy metabolism in the obese
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Table 2 Examples of PTP1B inhibitors

Drug Effect Reference

FU FU increases glucose uptake in insulin-resistant HepG2 cells and decreases the
expression of PTP1B

[88]

Mulberrofuran Enhances glucose uptake significantly and decreases PTP1B expression in a
dose-dependent manner

[89]

Infliximab Restores phosphorylation of IRS-2 and Akt by attenuating PTP1B activation [90]

Tanshinones derivatives Potent PTP1B inhibitory activity in vitro [91]

Benzoylsulfonamide derivatives Selective inhibitory activity against PTP1B in vitro [92]

Oleanolic acid derivatives Enhanced inhibitory effect over PTP1B activity by increasing molecular interactions
with either catalytic or allosteric sites

[93]

Trivaric acid Potent PTP1B inhibitory activity in vitro [94]

Asperentin B Selective inhibitor of PTP1B in vitro [95]

1,2-Naphtho-quinine derivative Selective inhibitory activity against PTP1B in vitro [96]

animals [87]. Despite these efforts, none of the available inhibitors have made their way through to Phase II clinical
trials yet. However, in the last decade, some of these molecules have been used to generate more potent PTP1B in-
hibitors. In addition, some other chemical compounds such as Fumosorinone (FU), and Mulberrofuran decreased
PTP1B expression attenuating its effects (Table 2) [88–89]. Moreover, several promising PTP1B inhibitors have been
developed, although their efficacy has only been tested in vitro (Table 2) [90–95].

Another strategy to modulate PTP1B activity has been its genetic targeting using antisense oligonucleotides (ASOs)
that bind PTP1B mRNA reducing protein translation. Swarbrick et al. investigated the effect of inhibiting of PTP1B
with the subcutaneous administration of the PTP1B ASO, ISIS 113715, in monkeys. ISIS 113715 improved insulin
sensitivity during a glucose tolerance test, and caused a rise in adiponectin levels [96]. Furthermore, PTP1B ASO
ISIS113715 was advanced into Phase II clinical trials and shown to reduce plasma glucose and LDL-cholesterol in
diabetic patients without causing weight gain [97]. Development of ASO ISIS113715 has been reportedly suspended
and replaced by the new ASO PTP1BRX. Currently the Phase II trial for diabetes is complete (IONIS PTP1BRX,
Ionis Pharmaceuticals, https://clinicaltrials.gov/ ID NCT01918865). The results of this clinical trial showed that in
combination with metformin alone or with a sulfonylurea, PTP1BRX improved glycemic parameters and suppressed
leptin signaling [98].

Conclusions
It is clear that PTP1B signaling plays an important role in the pathogenesis and development of a wide array of human
diseases. Efforts to block PTP1B activity directly are ongoing, based on structural considerations and on a better
understanding of PTP1B processing and cellular localization. In parallel, new ways of identifying critical effectors
of PTP1B for malignant transformation are being evaluated. While Src and Ras/Raf/MEK/ERK signaling represent
the best characterized pathways used during tumor development, several additional PTP1B effectors such as the
IR, IRS-1, and JAKs/STATs have been implicated in type 2 diabetes, obesity, and interestingly in the modulation of
immune response, thus representing a very attractive and complicated therapeutic target.

There is accumulating evidence indicating that the function and signaling pathways regulated by PTP1B are tissue-
and cell-specific, and that the general principles of PTP1B function defined by in vitro methods or from one cell
type may not apply to another cell type in vivo. Future mouse genetic studies of PTP1B, combined with specific
regulator and effector knockout studies, will be useful to better understand specific signaling pathways regulated by
this phosphatase.

Finally, we are now at the beginning of understanding the diverse roles of PTP1B and the promising effects of
PTP1B inhibitors in human diseases. In the future we will have a better understanding of the multifunctions and the
complex regulatory mechanism of PTP1B, which could be of great significance in the development of more specific
targeted therapeutic strategies.
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ABSTRACT PTP1B plays a key role in developing different types of cancer.
However, the molecular mechanism underlying this effect is unclear. To identify
molecular targets of PTP1B that mediate its role in tumorigenesis, we undertook a
SILAC-based phosphoproteomic approach, which allowed us to identify Cdk3 as a
novel PTP1B substrate. Substrate trapping experiments and docking studies revealed
stable interactions between the PTP1B catalytic domain and Cdk3. In addition, we
observed that PTP1B dephosphorylates Cdk3 at tyrosine residue 15 in vitro and
interacts with it in human glioblastoma cells. Next, we found that pharmacological
inhibition of PTP1B or its depletion with siRNA leads to cell cycle arrest with dimin-
ished activity of Cdk3, hypophosphorylation of Rb, and the downregulation of E2F
target genes Cdk1, Cyclin A, and Cyclin E1. Finally, we observed that the expression
of a constitutively active Cdk3 mutant bypasses the requirement of PTP1B for cell
cycle progression and expression of E2F target genes. These data delineate a novel
signaling pathway from PTP1B to Cdk3 required for efficient cell cycle progression in
an Rb-E2F dependent manner in human GB cells.

KEYWORDS Protein tyrosine phosphatase 1B, cell cycle, Cdk3, cancer, glioblastoma

INTRODUCTION

Glioblastomas (GB) or grade IV gliomas are the most common and aggressive

malignant primary tumors in the central nervous system (CNS), with an incidence

rate of 3.23 per 100,000 persons and a median age of 64 years.1 GB patients have an

overall survival rate of 15months, even when receiving the standard therapy consisting

of the maximum bearable surgical removal followed by radiotherapy and chemother-

apy with temozolomide.2 Therefore, it is necessary to understand better the molecular

mechanisms underlying GB initiation and progression; and identify novel prognostic

molecular markers to provide new therapeutic strategies. Recent studies on GB biology

have revealed multiple alterations in pro-survival and anti-apoptotic signaling path-

ways. These include the Ras/RAF/MEK/ERK, PI3K/Akt/mTOR, and Src/Fak networks.3–6
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PTP1B is a classical nontransmembrane protein tyrosine phosphatase that plays a
key role in metabolic signaling and is a promising drug target for type 2 diabetes and
obesity.7–9 Recent evidence indicates that PTP1B is overexpressed in different types of
cancer. However, the role of PTP1B in GB development remains unclear.10 For instance,
it has been reported that PTP1B might be involved in the progression of different types
of tumors by dephosphorylating and activating numerous oncogenic substrates.
Moreover, several groups have recently shown that PTP1B dephosphorylates the
inhibitory Y529 site in Src, thereby activating this kinase.11–13 Another PTP1B substrate,
p62Dok, might be involved in the positive effects of PTP1B on tumorigenesis. When
p62DOK is phosphorylated, it forms a complex with p120RasGAP leading to decreased
Ras/RAF/MEK/ERK activity.14,15

In contrast, when PTP1B dephosphorylates p62Dok, it can no longer bind to
p120RasGAP with the consequent hyperactivation of Ras/RAF/MEK/ERK signaling, pro-
moting cell proliferation and tumor growth. However, tissue samples from PTP1B- defi-
cient breast cancer mouse models gave inconsistent results regarding the tyrosine
phosphorylation status of p62Dok.16,17 For all the reasons above, it is essential to iden-
tify novel targets of PTP1B that could account for its protumorigenic effects.

We identified novel molecular targets of PTP1B that could mediate its promoting
role in cancer using a SILAC-based strategy. This proteomic approach allowed us to
identify more than 200 potential novel targets of PTP1B. This work focused on the cyc-
lin-dependent kinase 3 (Cdk3), a protein involved in G0/G1 reentry and into G1/S tran-
sition in mammalian cells through the specific phosphorylation of Rb, which promotes
its dissociation of the transcription factor E2F and activates the transcription of E2F
responsive genes.18,19 Different research groups have demonstrated that CDC25 phos-
phatases activate Cdks through dephosphorylation of the Thr14 and Tyr15 residues in
their ATP binding loop.20,21 However, the identity of the CDC25 family member respon-
sible for the activation of Cdk3 remains unknown. Our results from the phosphoproteo-
mics experiment point to the possibility that Cdk3 might be activated by PTP1B in a
CDC25-independent manner. To test this hypothesis, we first performed local docking
and molecular dynamics studies that revealed stable interactions between the PTP1B
catalytic domain and Cdk3. In addition, in vitro phosphatase assays confirmed that a
phosphopeptide corresponding to the residues 9–21 of Cdk3 is dephosphorylated by
PTP1B at Tyr15. Next, we observed that a substrate trapping mutant of PTP1B co-
immunoprecipitates with Cdk3 in HEK293 cells, that endogenous PTP1B and Cdk3 also
co-immunoprecipitate in human GB cell lines, and that PTP1B interacts with Cdk3 in
the nucleus and cytoplasm of human GB cells by using a proximity ligation assay. In
addition, we found that the pharmacological inhibition of PTP1B with the allosteric
inhibitors claramine and trodusquemine,22 or its depletion with siRNAs leads to cell
cycle arrest with the diminished activity of Cdk3 and its downstream effectors Rb and
E2F. Finally, we observed that the expression of a constitutively active Cdk3 mutant in
GB cells bypasses the requirement of PTP1B for cell cycle progression and expression
of E2F target genes. These data delineate a novel signaling pathway from PTP1B to
Cdk3 required for efficient cell cycle progression in an Rb-E2F-dependent manner in
human GB cells.

RESULTS
Loss of PTP1B leads to increased phosphorylation of proteins involved in cell

proliferation. PTP1B occupies a central position in oncogenic signaling. In the last dec-
ade, several substrates of this phosphatase have been validated.23–25 However, add-
itional substrates that mediate the oncogenic effects of PTP1B in different types of
cancer remain to be determined. In order to identify potential PTP1B substrates that
might explain its promoting role in tumorigenesis, we used a quantitative proteomics
approach based on high-resolution LC-MS upon differential labeling of wild-type and
KO fibroblasts26 with SILAC media (Fig. 1A and B). This phosphoproteomic approach
allowed the identification of more than 200 potential direct or indirect targets of
PTP1B with diverse cellular functions, including cell signaling, cell cycle progression
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FIG 1 Schematic illustration of the SILAC-based quantitative phosphoproteomic approach. (A) Representative Western blot of Ptp1b þ/þ and Ptp1b −/−
cells. (B) Ptp1b þ/þ and Ptp1b −/− cells were cultured in “light” (red) or “heavy” (blue) medium and stimulated with EGF for 15min. After lysis, the samples
were mixed and incubated with antiphosphotyrosine antibodies for enrichment of tyrosine-phosphorylated proteins. Then, the phosphoprotein fraction
was digested with trypsin, and phosphopeptides were enriched again with TiO2 beads. Phosphopeptides were analyzed by LC-MS/MS. (C) Proteins
identified in this assay were classified according to their cellular function.
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and proliferation, metabolism, differentiation, apoptosis, and transcription (Fig. 1C and
Supplemental Tables S1 and S2). Among the proteins predicted to be PTP1B enzymatic
targets, we focused on those known to be involved in tumorigenesis (Table 1). In par-
ticular, we decided to investigate further Cdk3, a protein involved in G0/G1 reentry
and into G1/S transition in mammalian cells that recently has been linked to the devel-
opment of breast, colon, and esophageal cancer.19,27,28

The cyclin-dependent kinase 3 (Cdk3) is a novel substrate of PTP1B. In order to
determine if PTP1B dephosphorylates Cdk3 we performed peptide-protein docking
experiments followed by molecular dynamics simulations. First, PEPstrMOD online plat-
form29 was used to predict the structure of the sequence of the Cdk3 peptide
(KIGEGTpYGVVYKA), where the underlined residue corresponds to phosphoTyr15.
Next, we generated the interaction model by docking in the ClusPro online server,30,31

using the crystal structure of PTP1B catalytic domain (PDB ID: 2HNP).32 The image of
the predicted complex shows that the phosphorylated Tyr15 of Cdk3 is in close prox-
imity to the catalytic residue Cys215 located in the phosphatase domain of PTP1B, with
a predicted distance of 3.4 Å, being within the distance range for the transition state of
the dephosphorylation reaction (Supplementary Fig. 1A and B). Motivated by these
results, we decided to perform protein-protein molecular docking studies with the
complete structures of PTP1B and Cdk3. Since Cdk3 crystallographic structure has not
been reported, its full structure was generated by homology modeling using Cdk2,
(PBD ID: 1B38)33 as a template due to the high identity between these two enzymes.
Our results indicated that the ligand-binding energy for the complex was
–1723.932 kcal/mol, and the catalytic residues Cys215 and Arg221 on PTP1B’s phos-
phatase domain were in close proximity to the phosphorous atom of Cdk3 phospho-
Tyr15, with an estimated minimal distance of 4.21 Å (Table 2 and Fig. 2A. and B). In the
proposed model, some basic residues such as Asp38 and Glu12 of Cdk3 interact with
Arg 221, a critical residue of the catalytic site of PTP1B. This interaction seems to bring
closer pTyr15 to the catalytic residue Cys 215 in PTP1B (Supplementary Fig. 1C). Similar
values were obtained for a protein-protein docking model of PTP1B in complex with
the IR b and DOK1, two well-characterized substrates of this phosphatase; and with the
ephrin receptor EphA, one of the novel potential PTP1B substrates identified in our
SILAC assay (ligand binding energies of −1677.228 kcal/mol, −1616.39 kcal/mol and
−1304.71 kcal/mol, respectively, minimal distance from the catalytic residues on
PTP1B’s phosphatase domain to the phosphorous atom of IR b phospho-Tyr1146,

TABLE 1 Identification of cell cycle related substrates of PTP1B

Protein Name pY Site Sequence PTM Score KO/wt Ratio P values FDR

EGFR Tyr1172 LDNPDYQQDFF 83.7 1.09 0.0258 0.0486
EphA Tyr772 DPEATYTTSGGKI 148.55 1.52 0.0116 0.0462
p38 Tyr182 DEMTGYVATRL 114.49 1.6 0.0118 0.0451
CTNND Tyr904 LDNNYSTPNER 127.75 2.02 0.0018 0.0033
Cdk3 Tyr15 KIGEGTYGVVYKA 83.47 1.98 0.0046 0.0128

Significance testing was carried out using Student’s t test on log 2 transformed ratios and controlled with a Benjamini–Hochberg FDR threshold of 0.05. Peptides quantified
in three or more experimental repeats were deemed significantly changed and regulated by PTP1B if they had a P value of < 0.05 and a ratio of > 1.5 (at least a 1.5-fold
change in abundance).

TABLE 2Minimal distance from the catalytic residues on PTP1B’s phosphatase domain to the phosphorous atom of its
substrates

Model
Initial distance Minimum distance Cys215-pTyr after Ligand Binding Energy
Cys215-pTyr (Å) MD simulation (Å) (kcal/mol)

PTP1B—Cdk3 6.93 4.21 −1723.93
PTP1B—IR b 5.41 4.18 −1677.23
PTP1B—DOK1 4.56 4.18 −1616.39
PTP1B—EphA 4.46 4.45 −1304.71
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4.18Å, to the phosphorous atom of DOK1 phospho-Tyr362, 4.18 Å, and to the phos-
phorous atom of EphA phospho-Tyr772, 4.45 Å, respectively. Fig. 2C to G and Table 2).
These results suggest that Cdk3 should be a suitable substrate for PTP1B. In addition,
the plot of the RMSD variations indicates that the complexes predicted by molecular
docking have a stable conformation during the simulation. The analysis of the varia-
tions in the distance between PTP1B and Cdk3 showed that it is lower than 2.5 Å, sug-
gesting that PTP1B forms a stable complex with Cdk3 and theoretically can
dephosphorylate it (Supplementary Fig. 1D).

Next, we explored if Cdk3 is a PTP1B substrate using an in vitro phosphatase assay.
To this end, purified PTP1B was incubated with a phosphopeptide corresponding to
residues 9–21 of Cdk3 or a phosphopeptide derived from the IR b as a positive control.
We observed that PTP1B dephosphorylated both peptides with the same efficiency,
suggesting that Cdk3 is a substrate of PTP1B (Fig. 3A).

PTP1B interacts with Cdk3 in a cellular context. Since PTP1B dephosphorylates a
Cdk3 derived peptide in vitro, we confirmed by immunoblot whether PTP1B −/− MEFs
display increased Cdk3 phosphorylation. Given the fact that most inbred strains of
mice lack a functional Cdk3 protein because of the presence of a premature termin-
ation codon in the cdk3 gene,34 we observed the expression of a C-terminal truncated
kinase. However, this enzyme still possess the Cdk regulatory residues Thr14 and Tyr15
in their ATP binding loop, and displays an estimated molecular weight of 20 kDa
(Fig. 3B). Next, we confirmed whether both proteins interact in a cellular context. To

FIG 2 Predicted structure of PTP1B in complex with some of the putative substrates identified by SILAC-based phosphoproteomics. (A) Visualization of the
complex of Cdk3 (yellow) and the catalytic domain of PTP1B (grey). The catalytic residue Cys215 of PTP1B and pTyr15 of Cdk are indicated in green and
red, respectively. (B) Closer view of the PTP1B-Cdk3 interaction. The distance between pTyr15 of Cdk3 and Cys215 of PTP1B is indicated. (C) Visualization of
the complex of IR b (yellow) and PTP1B (grey). The catalytic residue Cys215 indicated in green is close to IR b pTyr1146 indicated in red. (D) Closer view of
the PTP1B-IR b interaction. The distance between Cdk3 pTyr1146 and PTP1B Cys215 is indicated. (E) Visualization of the complex of DOK1 (yellow) and
PTP1B (grey). The catalytic residue Cys215 indicated in green is close to DOK1 pTyr362 indicated in red. (F) Closer view of the PTP1B-DOK1 interaction. The
distance between DOK1 pTyr362 and PTP1B Cys215 is indicated.(G) Visualization of the complex of EphA (yellow) and PTP1B (gray). The catalytic residue
Cys215 indicated in green is close to EphA pTyr205 indicated in red. (F) Closer view of the PTP1B-EphA interaction. The distance between EphA pTyr205
and PTP1B Cys215 is indicated.
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FIG 3 PTP1B dephosphorylates a Cdk3 derived peptide in vitro and both proteins interact in GB cells. (A) The in vitro activity of PTP1B against a
phosphopeptide corresponding to residues 9-21 of Cdk3 (KIGEGTpYGVVYKA) was determined by using a malachite-green based assay. An IR b
phosphopeptide (TRDIpYETDYYRK) was used as positive control and the nonphosphorylated peptides of Cdk3 and IR b were used as negative controls.
Each assay was independently repeated with four replicates and the nmol of phosphate released were calculated. Data are presented as means ± SE.
(B). Assessment of Cdk3 activity in Ptp1b þ/þ and Ptp1b −/− MEFs. Cell lysates were subjected to Western blot with anti-PTP1B, anti-Cdk3 or anti-phospho
Cdk3 antibodies. GAPDH was used as loading control. (C) Co-immunoprecipitation of ectopically expressed wild-type or trapping mutant PTP1B and Cdk3.

(Continued on next page)
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this end, we examined the physical association between an ectopically expressed wild-
type PTP1B or substrate-trapping mutant PTP1B D181A and a HA tagged Cdk3 in
HEK293 cells by co-immunoprecipitation, our results showed a stable interaction
between PTP1B D181A and Cdk3. As expected, treatment with orthovanadate, a gen-
eral PTP inhibitor that covalently modifies the nucleophilic Cys, disrupted complex for-
mation between PTP1B-D181A and Cdk3 (Fig. 3C). Peptide-protein docking
experiments followed by molecular dynamics simulations showed that the substrate-
trapping mutant PTP1B-Cdk3 complex is very similar to the wild-type PTP1B-Cdk3
model. However, the pTyr15 residue of Cdk3 remains in close proximity to the catalytic
Cys215 of PTP1B D181A (Supplemental Fig. 1E). In addition, endogenous PTP1B and
Cdk3 complexes were also co-immunoprecipitated from human LN229, U87-MG and
U251GB cell lines (Fig. 3D). We then examined the interaction of endogenous PTP1B
and Cdk3 in LN229, U87-MG, and U251GB cells by proximity ligation assays using the
corresponding two primary antibodies raised in different species. Then, the cells were
incubated with species-specific secondary antibodies attached to a unique DNA strand
(PLA probes). If the PLA probes are located less than 40 nm apart in the cell, the DNA
strands can interact, forming a circle that can be amplified by DNA polymerase.
Hybridization with complementary fluorescent oligonucleotide probes allows the visu-
alization of PTP1B-Cdk3 interactions as fluorescent red dots. The results revealed mul-
tiple loci of interactions between endogenous PTP1B and Cdk3 in the cytoplasm and
nucleus in LN229, U87-MG, and U251 cells. The highest number of PTP1B and Cdk3
interactions was observed in LN229 and U251 cells. The number of PTP1B-Cdk3 inter-
action events in U-87MG cells was 30% and 35% lower (P< 0.05) than in LN229 and
U251 cells, respectively. Mouse and rabbit IgGs were used as negative controls
(Fig. 3E).

Altogether, our results suggest that Cdk3 is a novel substrate of PTP1B and that
both proteins physically interact in a cellular context.

Inhibition of PTP1B induces G1/S arrest and impairs Cdk3 activity in human
glioblastoma cells. Since Cdk3 is involved in G0/G1 reentry and into G1/S transition in
mammalian cells,18,19 we hypothesized that PTP1B inhibition might lead to a decrease
in Cdk3 activity with the consequent reduced cell proliferation and/or cell cycle arrest.
To test this idea, LN229, U87-MG, and U251 cells were first transfected with siRNAs tar-
geting PTP1B or Cdk3, 48 h posttransfection the cells were lysed and analyzed by west-
ern blot, where we observed the specific loss of the intended target (Fig. 4A). Next, we
tested the effect of PTP1B pharmacological inhibition or depletion in cell proliferation.
Our results showed that LN229, U-87MG and U251 cells treated with 2mM of the allo-
steric PTP1B inhibitors claramine or trodusquemine had a significant reduction in cell
proliferation compared with vehicle treated cells. Moreover, PTP1B and Cdk3 depleted
cells displayed a more dramatic reduction in cell proliferation compared with nontar-
geting siRNAs transfected cells (Fig. 4B). In addition, the effect of both PTP1B inhibitors
in the proliferation of wild-type and PTP1B deficient MEFs was also assessed. Our
results showed a significant reduction in the proliferation of wild-type fibroblast, but
no effect in the proliferative activity of the PTP1B deficient fibroblast (Fig. 4C). To fur-
ther understand the biological relevance of PTP1B-Cdk3 interaction, we analyzed the
effect of PTP1B pharmacological inhibition on Cdk3 activity and cell cycle progression.
First, LN229, U-87MG, and U-251 cells were synchronized by serum deprivation for

FIG 3 Legend (Continued)
Cell lysates of transfected cells incubated with or without 1mM of sodium orthovanadate were subjected to immunoprecipitation with anti-myc or isotype control IgG
antibodies and the presence of Cdk3 in the complex was assessed with anti-HA antibodies. The presence of PTP1B and Cdk3 in cell extracts prior to
immunoprecipitation was verified using specific antibodies (input). (D) Co-immunoprecipitation of endogenous PTP1B and Cdk3. LN229, U87-MG and U251 cell lysates
were subjected to immunoprecipitation with anti-PTP1B or isotype control IgG antibodies and the presence of Cdk3 in the complex was assessed with anti-Cdk3
antibodies. The presence of PTP1B and Cdk3 in cell extracts prior to immunoprecipitation was verified using specific antibodies (input). (E) The physical interaction
between endogenously expressed PTP1B and Cdk3 in LN229, U87-MG and U251 GB cells was determined using proximity ligation assays. The figure shows
representative confocal microscopy images in which PTP1B-Cdk3 interactions appear as individual fluorescent red dots (lower panels). Anti-mouse and anti-rabbit
isotype IgG antibodies were used as negative controls (upper panels).
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FIG 4 PTP1B and Cdk3 depletion impairs cell proliferation. (A) GB cells were transfected with siRNAs targeting PTP1B or Cdk3, and the expression of both
proteins was assessed by immunoblot. GAPDH was used as loading control. (B) GB cells were synchronized at G0 by serum deprivation and incubated 3 h
with vehicle, claramine 2 mM, trodusquemine 2 mM, or transfected with nontargeting siRNAs or siRNAs targeting PTP1B or Cdk3. Cells were counted every
24 h. Proliferation of LN229, U87-MG and U251 cells is represented as mean± SE of three independent experiments. (C) Ptp1b þ/þ and Ptp1b −/− MEFs
were synchronized at G0 by serum deprivation and incubated 3 h with vehicle, claramine 2 mM, trodusquemine 2 mM. Cells were counted every 24 h.
Proliferation of Ptp1b þ/þ and Ptp1b −/− MEFs is represented as mean± SE of three independent experiments.
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FIG 5 PTP1B reduced activity impairs Cdk3 activation and induces cell cycle arrest in human GB cells. GB cells were synchronized at G0 by serum
deprivation for 48 h and incubated 3 h with vehicle (A), claramine 2 mM (B), or trodusquemine 2 mM. Cell cycle arrest was released by the addition of 10%
FBS and cells were collected at the indicated times. The activity of Cdk3 was assessed by immunoblot. GAPDH was used as loading control. (D) GB cells
were synchronized at G0 and incubated 3 h with vehicle, claramine 2 mM or trodusquemine 2 mM as previously mentioned, or transfected with nontargeting
siRNAs or siRNAs targeting PTP1B or Cdk3. Cell cycle arrest was released by the addition of 10% FBS, cells were fixed at indicated time points and stained
with propidium iodide. Quantification of the percentage of cells at each phase is represented. Statistical differences between control and experimental
groups of cells are indicated (�P< 0.05). Data are representative of three independent experiments.
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FIG 6 PTP1B reduced activity negatively affects Cdk3/Rb/E2F signaling in human GB cells. (A) The activities of Cdk3 and Rb in GB cells treated with vehicle,
claramine 2 mM or trodusquemine 2 mM were assessed by immunoblot using total and phospho-specific antibodies. (B) The activities of Cdk3 and Rb in GB
cells transfected with siRNAs targeting PTP1B were assessed by immunoblot using total and phospho-specific antibodies. (C) The expression levels of the
E2F target genes: Cdk1, Cyclin A, and Cyclin E1 were assessed by RT-qPCR. All data were normalized to control GAPDH. Fold changes were calculated using
the DCt method (2-DDCt). Data are representative of three independent experiments.
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FIG 7 Activated Cdk3 bypasses requirement for PTP1B for proliferation and cell cycle progression. (A) GB cells were transfected with a plasmid encoding a
constitutively active Cdk3 mutant. The presence of Cdk3AF in cell extracts was verified by Western blot using anti-HA antibodies. (B) GB cells were mock
transfected or transfected with a plasmid encoding a constitutively active Cdk3 mutant and incubated 3 h with vehicle, claramine 2 mM or trodusquemine
2 mM. Cells were counted every 24 h. Proliferation of LN229, U87-MG and U251 cells is represented as mean± SE of three independent experiments. (C) GB
cells were mock transfected or transfected with a plasmid encoding a constitutively active Cdk3 mutant, synchronized at G0 and incubated 3 h with
vehicle, claramine 2 mM or trodusquemine 2 mM as previously described. Cell cycle arrest was released by the addition of 10% FBS, cells were fixed at

(Continued on next page)

PTP1 Activates Cdk3 Signaling in Glioblastoma Molecular and Cellular Biology

Volume 43 Issue 12 641



48 h. Then, the cells were treated with vehicle or 2 mM of claramine or trodusquemine
during 3 h and the cell cycle arrest was released by the addition of serum. The cells
were lysed at the indicated time points and the activity of Cdk3 was assessed by
Western blot. Our results indicated that 12 h after serum stimulation Cdk3 is active in
vehicle treated cells, whereas it remains on its inactive phosphorylated form in clar-
amine and trodusquemine treated cells, suggesting that PTP1B inhibition impairs Cdk3
activation (Fig. 5A to C).

Next, we studied the effect of PTP1B inhibition or depletion in cell cycle progres-
sion. To this end, LN229, U87-MG, and U251 cells were synchronized by serum depriv-
ation for 48 h, incubated with vehicle, 2 mM of claramine or trodusquemine, or
transfected with nontargeting siRNAs or with siRNAs targeting PTP1B or Cdk3. the cell
cycle arrest was released by the addition of serum and the cells were collected every
12 h. Our results indicated that human GB cells treated with claramine or trodusque-
mine presented a marked arrest in G0/G1 phase compared to vehicle-treated cells. This
effect was also observed in PTP1B and Cdk3 depleted cells, suggesting that PTP1B and
Cdk3 are essential regulators of cell cycle progression in human GB cells (Fig. 5D).

We next proved the effect of PTP1B inhibition on the activation of Cdk3 and
its downstream effectors in human GB cells. LN229, U87-MG, and U251 cells were
serum-starved during 48 h, incubated for 3 h in the presence of vehicle, claramine or
trodusquemine, and stimulated with 10% of FBS. Cells were collected and the phos-
phorylation levels of Cdk3 and Rb were analyzed by Western blot. Our results indicate
that PTP1B inhibition prevented the activation of Cdk3 with the consequent hypophos-
phorylation of its downstream target Rb (Fig. 6A). Similarly, PTP1B knock down with
siRNAs had a similar effect on Cdk3 and Rb phosphorylation levels (Fig. 6B).
Considering that the phosphorylation of Rb is crucial to E2F transcription factor activ-
ity, we analyzed the expression levels of some E2F target genes necessary for G1/S
transition by RT-qPCR. Since Cdk3 pTyr15 levels were significantly decreased at 24 h
after cell cycle release in all the vehicle treated GB cell lines but not in claramine or tro-
dusquemine treated cells (Fig. 5A to C), we selected this time point for measuring the
expression of Cyclin A, Cyclin E1 and Cdk1. We observed that PTP1B inhibition with
either claramine or trodusquemine repressed the expression of Cyclin A, Cyclin E1, and
Cdk1 in all GB cell lines (Fig. 6C), suggesting that PTP1B regulates cell cycle progression
through the activation of Cdk3-Rb signaling. In order to confirm this idea, we asked if
constitutively activated Cdk3 bypasses the requirement for PTP1B in cell cycle progres-
sion. Since in HeLa cells, the expression of a Cdk1 Thr14Ala/Tyr15Phe mutant
(Cdk1AF), allows S phase arrested cells enter into G2/M,35 we created a HA-tagged
Cdk3 expression vector containing the same mutations by site-directed mutagenesis.
LN229, U-87MG and U251 cells were transfected with the Cdk3AF plasmid, and the
expression of mutant Cdk3 was assessed by Western blot using an anti-HA antibody
(Fig. 7A). These cells displayed a partial rescue in cell proliferation and serum starvation
did not induce cell cycle arrest. The differences observed in the percentage of cells in
G0/G1, S and G2/M in the different cell lines might be the result of expressing a consti-
tutively active Cdk3 mutant. Therefore, the expression levels of E2F target genes are
higher in Cdk3AF expressing cells, even in the presence of claramine or trodusque-
mine (Fig. 7B to D). In contrast, mock transfected cells treated with claramine or trodus-
quemine displayed reduced levels of cyclin A, cyclin E1 and Cdk1. Together, our results
suggest that PTP1B regulates G1/S transition and promotes the expression of E2F

FIG 7 Legend (Continued)
indicated time points and stained with propidium iodide. Quantification of the percentage of cells at each phase is represented in the bar graphics. Statistical
differences between control and experimental groups of cells are indicated (�P< 0.05). Data are representative of three independent experiments. (D) GB cells were
mock transfected or transfected with a plasmid encoding a constitutively active Cdk3 mutant, synchronized at G0 and incubated 3 h with vehicle, claramine 2 mM or
trodusquemine 2 mM as previously mentioned. Cell cycle arrest was released by the addition of 10% FBS. The expression levels of the E2F target genes: Cdk1, cyclin A,
and cyclin E1 were assessed by RT-qPCR. All data were normalized to control GAPDH. Fold changes were calculated using the DCt method (2-DDCt). Data are
representative of three independent experiments.
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downstream targets through the activation of Cdk3-Rb signaling, supporting the view
that PTP1B is crucial for cell cycle regulation in GB (Fig. 8).

DISCUSSION

Recent evidence suggests that PTP plays an essential role in the development and
progression of different types of cancer.10,36,37 For example, Ptpn1 gene is commonly
amplified in breast, colon, prostate and gastric cancer.38–41 In addition, recent reports
indicate that PTP1B overexpression is associated with poor prognosis in several solid
tumors, with a high PTP1B expression linked to poor outcome, including shortened
progression-free and overall survival.41–44 However, the molecular mechanisms that
explain the contribution of PTP1B and its downstream targets to carcinogenesis are
not entirely understood. For example, it is well documented that PTP1B dephosphory-
lates and activates some oncogenic substrates, such as Src,11–13 and, p62Dok, leading to
increased Ras/RAF/MEK/ERK activity.14,15 Previous reports have also shown that PTP1B
inhibition is associated with the induction of G0/G1 cell cycle arrest in pancreatic can-
cer cells,44–46 and that PTP1B inhibition induces a G2 cell cycle arrest in renal cell car-
cinoma, pancreatic and hepatic cancer cells.47,48 Accordingly, several cell cycle
regulators of the G1/S transition, such as Cdk2, Cdk4 and Cyclin D1, were downregu-
lated in PTP1B depleted cells. Interestingly, the molecular mechanism by which PTP1B
regulates cell cycle progression in these cellular models has not been explored.

In this work, we identified some novel substrates of PTP1B that could explain its
role in cell cycle progression by using a SILAC-based phosphoproteomic approach. Our
results indicate that Cdk3 is a new PTP1B target in GB cells. This conclusion is sup-
ported by our docking and molecular dynamics simulations, the ability of PTP1B to
dephosphorylate in vitro a Cdk3 derived phosphopeptide, and to interact with it in the
cytoplasm and nuclei of different human GB cell lines. In addition, the pharmacological
inhibition or knockdown with siRNAs of PTP1B promoted a G0/G1 cell cycle arrest
in vitro in the four human GB cell lines used in this study. Previous reports have shown
that Cdk3 activity fluctuates from the G0 to S phase and reaches its peak in the mid G1
phase, driving Rb phosphorylation at Ser807/811, and modulating the transcriptional
activity of E2F.18 Moreover, Cdk3 regulates the activity of several transcription factors
such as c-Jun, ATF-1 and NFAT3 among others.49–52 In that regard, the observed anti-
proliferative effect, the G0/G1 cell cycle arrest, and the consequent downregulation of
some cell cycle regulators needed for the G1/S transition after PTP1B inhibition was
not totally unexpected. These findings are compatible with recent experiments in

Figure 8 Proposed model for PTP1B regulation of cell cycle. PTP1B dephosphorylates and activates Cdk3, which in turn phosphorylates Rb, favoring its
dissociation from E2F and promoting the expression of genes needed for the progression to S phase.

PTP1 Activates Cdk3 Signaling in Glioblastoma Molecular and Cellular Biology

Volume 43 Issue 12 643



which loss of PTP1B induced a G0/G1cell cycle arrest in some types of cancer.44–46

Conversely, another report indicates that during mitotic arrest in chronic myeloid leu-
kemia cells, PTP1B is phosphorylated by Cdk1 and Plk1, increasing its catalytic activity
and inducing mitotic catastrophe, suggesting that in this model, PTP1B acts as a
tumor-suppressor.53 However, our results show for the first time that PTP1B regulates
cell cycle progression through the activation of a Cdk, and acts as an oncogene in
human GB cells.

Moreover, our results showed that PTP1B inhibition or depletion downregulates the
expression of some E2F genes required for G1/S transition, indicating that in our
model, cell cycle progression may be regulated in part by a PTP1B/Cdk3/Rb/E2F signal-
ing pathway. Finally, we showed that activated Cdk3 bypasses the need for PTP1B in
human GB cells. These results suggest that Cdk3 is a key target in mediating the onco-
genic role of PTP1B in human GB cells. While no cell line faithfully recapitulates GB biol-
ogy, the three cell lines used in this study share some of its cellular and molecular
features, regardless of some important genetic differences among them. Our findings
may serve as new therapeutic avenues for the treatment of GB. However, further
in vivo studies are needed in order to demonstrate that PTP1B inhibition would be
useful for the treatment of these tumors.

Finally, the activation mechanism of Cdk3 needs to be studied in more detail. For
instance, there are no previous reports showing a CDC25-independent activation of
other Cdks, and the identity of the CDC25 family member responsible for the activation
of this Cdk remains unknown. Further studies are needed in order to determine if
PTP1B and some CDC25 family member cooperatively or competitively regulate Cdk3
activation.

MATERIALS ANDMETHODS

Antibodies and reagents. Antibodies used for Western blot or PLA included anti PTP1B (sc-133258)
from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX. USA), HA-tag (#3724), myc-tag (#2276), Rb (#9309), phospho-
Rb (Ser807/811) (#8516), and GAPDH (#5174) from Cell Signaling Technology (Boston, MA. USA). Anti-
Cdk3 (ab191503) and anti-phospho Cdk1/2/3 (Tyr15) (ab133463) from Abcam (Cambridge, MA. USA).
Secondary antibodies conjugated to peroxidase (Goat anti-mouse cat #115-035-003 and Goat anti-rabbit
cat #111-035-003) were purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratory (West Grove, PA. USA).
The allosteric PTP1B inhibitors claramine and trodusquemine (MSI-1436) were purchased from Sigma-
Aldrich (Burlington, MA, USA) and MedChem Express (Princeton, NJ. USA), respectively.

DNA constructs and siRNAs. The pcDNA4.1 myc/His PTP1B wild-type and pcDNA4.1 myc/His PTP1B
D181A plasmids were a gift from Dr Michel L. Tremblay (McGill University).54 The pCMV Cdk3-HA plas-
mid was a gift from Dr Sander van den Heuvel (Utrecht University) (Addgene plasmid # 1881).55 The
pCMV Cdk3AF-HA plasmid was generated using the QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit
(Stratagene, La Joya, CA, USA). The primer sequences for mutagenesis were Cdk3AF Fwd: 50 aagatcgga-
gagggcgcctttggggtggtgtacaa 30 and Cdk3AF Rev: 50 ttgtacaccaccccaaaggcgccctctccgatctt 30 . siRNAs
targeting human PTP1B (sc-36328) and Cdk3 (sc-37578) were obtained from Santa Cruz (Dallas, TX, USA).

Cell culture. Ptp1b−/− and Ptp1bþ/þ MEFs were a gift from Dr Benjamin Neel (New York
University)26; these cells were maintained in DMEM (Gibco BRL, Walthman, MA, USA) supplemented with
10% FBS, 50U/mL penicillin, and 50 lg/mL streptomycin. HEK293T, LN-229, U251, and U-87MG cells
were obtained from American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA), and maintained in DMEM
(Gibco BRL, Walthman, MA, USA) supplemented with 10% FBS, 50U/mL penicillin, and 50 lg/mL
streptomycin.

For SILAC experiments, Ptp1b−/− and Ptp1bþ/þ cells were grown in media containing 12C6,
14N4-Arg

and 12C6,
14N2-Lys, or

13C6,
15N4-Arg and 13C6,

15N2-Lys (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) until
the populations went through six passages. Then, cells were starved for 3 h prior to ligand stimulation
with EGF (50 ng/mL, 10min; PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), and were lysed in ice-cold lysis buffer
(50mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.1% sodium deoxycholate, 1mM EDTA, 1mM
sodium orthovanadate, 1mM PMSF, 0.1 lg/mL aprotinin, 10mM NaF) for 20min. Lysates were pre-
cleared by centrifugation at 16,500� g for 15min. Protein amount determination was performed using
the Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). In SILAC experiments, cell lysates were mixed 1:1
(double labeling).

Anti-phosphotyrosine immunoprecipitation. For immunoprecipitation, 200 lg of anti-phosphotyr-
osine 4G10 antibody (cat # ZMS16282, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) were added together with
40 lL of protein A-Sepharose (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) to mixed cell lysates containing up to
20mg of total labeled proteins and incubated at 4 �C for 4 h. Precipitates were washed four times with
lysis buffer, and precipitated proteins were eluted twice with urea buffer (7M urea, 2M thiourea, 50mM
HEPES, pH 7.5, 1% n-octyl glucoside) at 37 �C for 10min.
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In-solution protein digestion. After anti-phosphotyrosine immunoprecipitation, precipitated pro-
teins were denatured in the urea buffer described above, and protein amount was measured using the
Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Proteins were reduced by adding 2mM DTT (final concen-
tration) at 25 �C for 45min, and thiols were carboxymethylated with 5.5mM iodoacetamide at room
temperature for 30min. Endoproteinase Lys-C was added in an enzyme/substrate ratio of 1:100, and the
proteins were digested at room temperature for 4 h. The resulting peptide mixtures were diluted with
water to reach a final urea concentration below 2M. For double digestion, modified trypsin (sequencing
grade, Promega, Madison, WI, USA) was added in an enzyme/substrate ratio of 1:100, and the digest
was incubated at room temperature overnight. Trypsin activity was quenched by adding TFA to a final
concentration of 1%.

Titansphere enrichment of phosphopeptides. After trypsin digest, phosphopeptides were
enriched using Titansphere chromatography (TiO2) columns as previously described.56,57 Peptide sam-
ples were diluted 1:6 with 30 g/L 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) in 80% ACN, 0.1% TFA. 5 lg of TiO2

beads (GL Sciences Inc., Torrance, CA, USA) were washed once with elution buffer (NH3 water in 20%
ACN, pH 10.5) and equilibrated with washing buffer (50% ACN, 0.1% TFA). TiO2 beads were loaded with
DHB by washing with loading buffer (6 g/L DHB in 15% ACN). Peptide samples were loaded onto TiO2

beads for 30min at room temperature on a rotating wheel. Subsequently, beads were washed three
times with washing buffer, and bound phosphopeptides were eluted twice with 50 lL of elution buffer
at room temperature for 10min. The eluates were filtered through STAGE Tips in 200-lL pipette tips.
30 lL of 80% ACN, 0.5% acetic acid was applied to the STAGE Tips after filtering,58 and the flow-through
was combined with the filtered sample. The pH value of the sample was adjusted with TFA to a value of
approximately pH 7, and the eluates were concentrated in a vacuum concentrator. Before MS analysis,
5% ACN and 0.1% TFA (final concentrations) were added to the samples.

LC-MS/MS analysis. Mass spectrometric analysis was performed by nanoscale LC–MS/MS using an
LTQ-Orbitrap Velos instrument (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) coupled to an Ultimate
U3000 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA) via a Proxeon nanoelectrospray source (Proxeon
Biosystems, Denmark). Peptides were separated on a 75 lM PepMap C18 nano column.

Data were acquired in data-dependent mode: full scan spectra were acquired with a resolution of
60,000 after accumulation of 1,000,000 ions. The “lock mass” option was used to improve the mass
accuracy of precursor ions. The ten most intense ions were fragmented by collision-induced dissociation
(CID) with a normalized collision energy of 35% and recorded in the linear ion trap (target value of 5000)
based on the survey scan and in parallel to the orbitrap detection of MS spectra. Peptide identification
was performed using the MASCOT search engine. The mass spectrometry proteomics data have been
deposited to the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE 59 partner repository with the dataset
identifier PXD046000.

Model of the binding complex of PTP1B catalytic domain and Cdk3. To generate a model that
could show the interaction of Cdk3 and its derived peptide (sequence: KIGEGTpYGVVYKA where the under-
lined pY corresponds to phospho-Tyr15), we decided to perform peptide-protein and protein-protein dock-
ing experiments followed by molecular dynamics simulations. First, PEPstrMOD online platform29 was used
to predict the structure of the sequence of Cdk3 phosphopeptide while Cdk3 full structure was generated
using Cdk2 (PBD ID: 1B38)33 as a template due to the high identity (76.43%) between these two enzymes
with the homology modeling module implemented as part of Yasara Structure v.18.4.24. The resulting 3D
model for Cdk3 was then used for protein-protein docking experiments. The catalytic domain of PTP1B was
also downloaded from the PDB with the accession code (PDB ID: 2HNP).32

ClusPro online server https://cluspro.bu.edu/31,60,61,62 was used for the docking experiments. ClusPro
2.0 generates conformations based on different desolvation and electrostatic potential; those conforma-
tions are categorized through clustering.

Molecular dynamics simulations were performed in duplicate using Yasara Structure v. 18.4.2463,64

using the AMBER 14 force field using a previously reported protocol.65 Briefly, each complex was
embedded within a TIP3 water box with 10 Å to the box boundary. Periodic boundary conditions were
considered. The temperature was set to 298 K, pH to 7.4, with the addition of sodium and chlorine ions
for charge neutralization. A Particle Mesh Ewald (PME) algorithm with a cut-off radius of 8 Å was applied.
Steepest descent energy minimization was performed, and then a total simulation time of 100 ns with a
time step of 2.5 fs was carried out, recording snapshots at intervals of 500 ps. The analysis of the result-
ing trajectories was performed with a script included as part of Yasara software and included the root
mean square deviation (RMSD) and the distance of the catalytic Cys215 and Arg221 on PTP1B’s phos-
phatase domain and the phosphorus atom on Cdk3 phospho-Tyr15.

For the models of IR b, DOK1 and EphA, the initial structures were retrieved from AlphaFold.66 These
structures were minimized using the same protocol in molecular dynamics as described before, for a
total simulation time of 100 ns. Then, the complexes of PTP1B and these optimized structures were pre-
dicted using ClusPro under the same conditions as explained for the complexes with Cdk3.

In vitro phosphatase assay. According to the manufacturer’s suggested protocol, the in vitro phos-
phatase assays were performed using the Protein Tyrosine Phosphatase 1B Assay Kit, Colorimetric
(Sigma-Aldrich. St Louis, MO, USA). We designed a phosphopeptide for the PTP1B-dependent phospho-
site on Cdk3 (pY15: KIGEGTpYGVVYKA). In addition, we included a known PTP1B substrate peptide
derived from the IR b (pY1146: TRDIpYETDYYRK), as a positive control, and the nonphosphorylated pep-
tides of Cdk3 and IR b as negative controls. These peptides were synthesized (95% purity, PROBIOTEK,
San Nicol�as de los Garza, NL, Mexico) and, prior to assays, and freshly diluted to 150 mM final concentra-
tion in 1� Assay Buffer (150mM NaCl, 50mM MES, 1mM DTT, 1mM EDTA, 0.05% NP-40, pH 7.2). The
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reactions were performed in triplicate in a 96-well plate at 30 �C, adding 75 mM of each phosphopeptide
and 2.5 ng of recombinant PTP1B for 30min. The addition of malachite green solution terminated the
reactions, and the absorbance was measured at 620 nm on an Epoch 2 microplate reader (Tekan,
Winoosky, VT, USA).

Immunoblotting and co-immunoprecipitation. GB cells were lysed in RIPA buffer (20 nM Tris-HCL
pH 7.4, 150 nM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.5% SDS, 1% sodium deoxycholate, 1X protease
inhibitor Cocktail and 1X PhosSTOP (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Immunoblots on Immobilon-P
membranes (Millipore, Burlington, MA, USA) were blocked in 5% nonfat dried milk in TBS-Tween-20
0.5% or 1% BSA, incubated primary and secondary antibodies, and visualized using enhanced chemilu-
minescence reagents (ECL, Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK).

For co-immunoprecipitation cells were lysed in the presence or absence of 1mM of sodium orthova-
nadate for 30min in PBSCM buffer (100mM Na2PO4, 150mM NaCl, pH 7.2, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2 and
5 mM ATP), homogenized and centrifuged at 13,500 rpm for 10min at 4 �C. The supernatants were recov-
ered, clarified and incubated with primary antibodies or mouse or rabbit IgG isotype control antibodies
for 4 h at 4 �C, and incubated with Protein G Sepharose beads (GE Healthcare. Braunschweig, Germany).
The immune complexes were washed three times with PBSCM buffer and the bound material was eluted
using sample buffer for 5min at 90 �C. The eluate was resolved on 10% SDS-PAGE and analyzed by
immunoblot. All the antibodies were used at concentrations as recommended by the supplier.

Proximity ligation assay. According to the manufacturer’s instructions, PLA experiments were per-
formed using DuolinkVR kit (DUO92101, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A total of 4000 cells of each
cell line were plated in 16 well chambers (178599, Nunc Lab-Teck, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
in DMEM medium with 10% fetal bovine serum and incubated at 37 �C under a 95% air and 5% CO2

atmosphere for 24 h. Cells were fixed with PBS/PFA 4% for 15min and permeabilized with 0.5% Triton X-
100 for 30min. Then, cells were blocked with 40 lL of blocking solution in a humidity chamber at 37 �C
for 1 h, and incubated with the primary antibodies: polyclonal rabbit antibody against PTP1B (2mg/mL;
#5311; Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA) and monoclonal mouse antibody against Cdk3
(2mg/mL; sc-81836; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) at 4 �C overnight. To detect the primary
antibodies, secondary proximity probes binding rabbit and mouse immunoglobulin (PLA probe rabbit
PLUS and PLA probe mouse MINUS, Olink Bioscience, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) were diluted
1:15 and 1:5 in blocking solution, respectively. Cells were then incubated with the proximity probe solu-
tion at 37 �C for 1 h, washed three times in 50mM Tris pH 7.6, 150mM NaCl, 0.05% Tween-20 (TBS-T),
and incubated with the hybridization solution containing connector oligonucleotides (Olink Bioscience,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at 37 �C for 45min. Samples were washed with TBS-T and subse-
quently incubated in the ligation solution at 37 �C for 45min. The ligation solution contained T4 DNA
ligase (Fermentas, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), allowing the ligation of secondary proximity
probes and connector oligonucleotides to form a circular DNA strand. Subsequently, the samples were
washed in TBS-T and incubated with the amplification solution containing phi29 DNA polymerase
(Fermentas, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for rolling circle amplification at 37 �C for 90min, and
washed three times with TBS-T. Finally, the samples were incubated with the detection mix solution con-
taining Texas Red-labeled detection probes that recognize the amplified product (Olink Bioscience,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at 37 �C for 1 h, washed twice in SSC-T buffer (150mM NaCl, 15mM
sodium citrate, 0.05% Tween-20, pH 7), and were coverslipped with a fluorescence mounting medium
(Biocare Medical, Pacheco, CA, USA). Fluorescent signals were detected by laser scanning microscopy
(Leica TCS SP8, Wetzlar, Germany), and PLA-positive signals were quantified using MetaMorph software.

Cell cycle analyses. LN229, U87-MG and U251 cells (2� 105) were seeded in six-well cell culture
plates, synchronized by serum deprivation for 48 h, incubated with vehicle, 2 mM of claramine or trodus-
quemine as previously reported,67,68 or transfected with siRNAs targeting PTP1B, Cdk3, or with the
pCMV Cdk3 AF-HA plasmid. The cells were collected at the indicated time points after release of cell
cycle arrest. Cells were washed with PBS and fixed in 70% ethanol overnight. Cells were then washed
twice with PBS and stained using a Propidium Iodide/RNase Staining kit (BD PharMingen. Franklin Lakes,
NJ, USA) in the dark at room temperature for 30min. Cell cycle analysis was carried out using an Attune
NxT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and FlowJo software version 10.6. A
total of 10,000 cells were collected for each sample for analysis.

RT-qPCR. Total RNA was extracted from cells treated with vehicle, 2 mM of claramine, trodusque-
mine, or transfected with the pCMV Cdk3 AF-HA plasmid, using RNeasy Mini kits, quantified by
Nanodrop ND-1000, and reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). 1 ng cDNA was amplified by real-time PCR using Universal ProbeLibrary (UPL)
probes (Roche). The primer sequences for real-time qPCR were: Cdk1 Fwd: 50 ggaaaccaggaagcctagcatc
30 , Rev: 50 ggatgattcagtgccattttgcc 30 ; Cyclin A Fwd; 50 tgtgcacggaaggactttgt 30 , Rev: 50 tcctcttggagaagat-
cagccg 30 ; Cyclin E1 Fwd: 50 tgtgtcctggatgttgactgcc 30 , Rev: 50 ctctatgtcgcaccactgatacc 30 ; and GAPDH
Fwd: 50 ccccggtttctataaattgagc 30 , Rev: 50 caccttccccatggtgtct 30 . UPL probes used were #80 for Cdk1,
#69 for cyclin A, #19 for cyclin E1 and #63 for GAPDH. Each sample was run in 20 mL reaction using 2�
FastStart Universal Probe Master with ROX (Roche). Reactions were performed in an ABI real-time PCR
7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Ratios of mRNA levels to control values were calculated using
the DCt method (2-DDCt) at a threshold of 0.02.69 All data were normalized to control GAPDH. PCR con-
ditions used: hold at 95 �C for 10min, followed by 40 cycles of 15 s at 95 �C and 60 s at 60 �C.

Statistics. Statistical analysis was conducted using a two-way ANOVA or the unpaired Student’s t
test using the Prism software package (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). For the SILAC experi-
ments, significance testing was carried out using Student’s t test on log 2 transformed ratios and con-
trolled with a Benjamini-Hochberg FDR threshold. Values of P< 0.05 were considered significant.
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