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Figura 41: AIB1 se desfosforila por una fosfatasa sensible a ácido okadaico y 
caliculina A. A) Células HeLa y MCF-7 sincronizadas en mitosis con nocodazol 
150 ng/ml durante 17 horas y, después, liberadas en ciclo en ausencia (-) o 
presencia de las concentraciones indicadas de ácido okadaico (OA). Tras 5 horas, 
las células se lisaron y se analizaron por “western blot” con anticuerpos para AIB1 y 
para β-actina como control de carga. B) Células HeLa sincronizadas en las mismas 
condiciones que en A) y liberadas en ciclo en ausencia (-) o presencia (+) de 
ciclosporina A 5 μM. C) Análisis por “western blot” del estado de fosforilación de 
AIB1 y de marcadores de mitosis en células HeLa bloqueadas con nocodazol 
durante 19 horas y tratadas durante las dos últimas con purvalanol A 10 μM en 
ausencia (-) o presencia (+) de ácido okadaico 0.5 μM o caliculina A 20 nM. D) 
“Western blot” de células HeLa bloqueadas en mitosis como en A) y liberadas en 
ciclo en ausencia (-) o presencia (+) de ácido okadaico 0.5 μM o caliculina A 20 nM 
durante 5 horas. E) Ensayo de desfosforilación in vitro con la subunidad catalítica 
de la isoforma α de PP1 (PP1c). 30 μg de lisado de células HeLa flotantes 
obtenidas como en A) se incubaron con 1.25 unidades de enzima PP1 
recombinante en ausencia (-) o presencia (+) de 1 μM de ácido okadaico (OA). 
Todo el volumen del ensayo se resolvió por SDS-PAGE y se analizó por “western 
blot” con anticuerpos anti-AIB1 y anti-histona 3 fosforilada (P-H3) como control 
positivo de la reacción. 
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El tratamiento con ácido okadaico de células HeLa bloqueadas en mitosis y 

tratadas con purvalanol A no produjo ningún cambio en la desfosforilación 

de AIB1, mientras que el tratamiento con caliculina A la inhibió eficazmente 

(Fig. 41C). De igual modo, la caliculina A impidió la desfosforilación de la 

histona 3, sugiriendo que quizás el efecto sobre AIB1 era indirecto. Con 

objeto de analizar el efecto de la caliculina A en ausencia de purvalanol A, 

se bloquearon células HeLa en mitosis y se liberaron a progresar en ciclo 

en presencia de caliculina A. Como se observa en la figura 41D, la 

caliculina A previno, al igual que el ácido okadaico, la desfosforilación de 

AIB1. Para comprobar si AIB1 podía ser desfosforilado por PP1, realizamos 

un ensayo in vitro con la subunidad catalítica recombinante de PP1α y 

lisados de células HeLa bloqueadas en mitosis. Sin embargo, la movilidad 

de AIB1 no cambió (Fig. 41E), indicando que PP1α no desfosforilaba a 

AIB1 in vitro.  

 

2.6. El mutante S728A de AIB1 se fosforila en mitosis 
El análisis de la secuencia de AIB1 reveló la presencia de un total 

de 28 sitios de fosforilación (S/T)P (22 sitios SP y 6 sitios TP). Sin embargo, 

sólo uno de estos sitios (la serina 728; SPKK) correspondía al consenso 

canónico de fosforilación por Cdks [(S/T)PX(R/K)]. Para examinar si la 

fosforilación en esta posición era la responsable del cambio de movilidad de 

AIB1 en mitosis, se sustituyó la serina 728 a alanina mediante mutagénesis 

dirigida. La trasfección de este mutante en células COS-1 reveló que el 

doblete para AIB1 seguía presente en las células bloqueadas en mitosis 

con nocodazol (Fig. 42), sugiriendo, o bien que la fosforilación mitótica era 

independiente de este sitio conservado para Cdks, o bien que existían otros 

sitios de fosforilación que podrían estar compensando.  
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Debido al gran número de sitios potenciales de fosforilación por 

Cdks (28 totales), decidimos intentar un abordaje más global mediante el 

análisis de proteómica. Para ello se inmunoprecipitó AIB1 de células HeLa 

asincrónicas o de células HeLa mitóticas, y los inmunocomplejos se 

resolvieron en un gel SDS-PAGE. La tinción específica para fosfoproteínas 

(Pro-Q Diamond) reveló una banda (aproximadamente de 200 KDa) de 

mayor intensidad presente tanto en las células asincrónicas como en las 

mitóticas, y una banda de menor intensidad, por debajo, sólo en las 

mitóticas (Fig. 43A). Estas bandas se escindieron gel, se digirieron con 

tripsina y se analizaron por espectrometría de masas. AIB1 fue identificada 

en la banda específica de mitosis (Fig. 43B), apoyando que este 

coactivador se fosforilaba en esta fase. Sin embargo, no se pudo identificar 

ningún sitio de fosforilación (Fig. 43B), probablemente por ser muestras 

poco purificadas y con una baja cantidad relativa de AIB1, debido a la 

reducida calidad de los anticuerpos utilizados para inmunoprecipitar a este 

coactivador. 
 

Figura 42: La banda de menor migración electroforética sigue presente en 
mitosis en el mutante S728A de AIB1. Los plásmidos pCEFL-AU5-AIB1 y el 
mutante S728A generado sobre éste (pCEFL-AU5-AIB1 S728A) se 
transfectaron individualmente en células COS-1. Las células transfectadas se 
crecieron asincrónicamente (A) o se bloquearon en mitosis (M) con nocodazol 
150 ng/ml durante 17 horas. El análisis por “western blot” con anticuerpos anti-
AU5 mostró la presencia del doblete de mitosis tanto para la proteína silvestre 
como para la proteína mutante.  
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2.7. El complejo Cdk1-ciclina A no fosforila a AIB1 in vitro 
 Con objeto de identificar los sitios de fosforilación de AIB1 por Cdks, 

quisimos abordar el problema mediante una nueva estrategia. La proteína 

de AIB1 se fragmentó y se expresó en bacteria como proteína de fusión a 

GST (Fig. 44A). La fosforilación in vitro de los fragmentos con el complejo 

Cdk1-ciclina B1 en presencia de [γ-32P]ATP mostró que únicamente el 

fragmento C (693-933) era fosforilado por este complejo (Fig. 44C). 

Casualmente, este fragmento contiene el sitio consenso canónico de 

fosforilación por Cdks (serina 728). Para estudiar si AIB1 también podía ser 

fosforilado por el complejo Cdk1-ciclina A, se repitió el ensayo en presencia 

de este complejo quinasa. Los resultados revelaron que ninguno de los 

fragmentos era fosforilado por el complejo Cdk1-ciclina A2 (Fig. 44D). Estos 

resultados sugieren que AIB1 se estaría fosforilando justo a la entrada de 

mitosis, cuando el complejo Cdk1-ciclina B1 se activa. 

Figura 43: Análisis de los sitios de fosforilación de AIB1 por espectrometría de 
masas. A) 5 μg de proteína total de células HeLa asincrónicas (A) o mitóticas (M) fueron 
inmunoprecipitados con anticuerpos para AIB1. Una vez lavados, los inmunocomplejos 
se hirvieron en tampón de carga dos veces consecutivas (1ª elución y 2ª elución) y se 
resolvieron en un gel SDS-PAGE al 7.5%. El gel fue, posteriormente, teñido con Pro-Q 
Diamond, una tinción específica para proteínas fosforiladas. B) Las bandas teñidas 
fueron escindidas del gel, digeridas con tripsina y analizadas por espectrometría de 
masas (LC/MS/MS). En la tabla se muestran dos de las identificaciones más relevantes 
para la banda 1 y las 4 proteínas identificadas en la banda 2. Ambas bandas 
corresponden a la primera elución de los inmunoprecipitados mitóticos.
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Una vez establecido que únicamente el fragmento C (693-933) era 

fosforilado por Cdk1, quisimos identificar los sitios mediante espectrometría 

de masas. La ventaja era que al tener el fragmento fusionado a GST, éste 

se podía obtener en cantidades aceptables mediante expresión en bacteria. 

Además, se evitaba la posible inespecificidad de los anticuerpos utilizados 

para inmunoprecipitar el AIB1 endógeno de las células. En la figura 45 se 

muestran los dos sitios, supuestamente fosforilados, encontrados en este 

Figura 44: AIB1 es fosforilado in vitro por el complejo Cdk1-ciclina B, pero 
no por el complejo Cdk1-ciclina A. A) Esquema representativo de los 
fragmentos generados de AIB1 fusionados a GST. B) Tinción Coomassie de los 
diferentes fragmentos de AIB1 resueltos por SDS-PAGE. C) La misma cantidad 
que en B) de cada uno de los fragmentos purificados se incubó con el complejo 
Cdk1-ciclina B1 en presencia de [γ-32P]ATP durante 1 hora a 30ºC. La mitad de la 
muestra se resolvió en un gel SDS-PAGE, el gel se secó y se expuso a una 
película autorradigráfica. Como control positivo de la reacción se utilizó el 
fragmento comprendido entre los aminoácidos 792 y 928 de la proteína del 
retinoblastoma fusionado a GST (Rb). D) En las mismas condiciones que en C), 
los fragmentos fueron incubados en presencia del complejo Cdk1-ciclina A2.  
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fragmento (serina 767 y treonina 770) por el programa “Protein Pilot”. No 

obstante, ninguno de estos dos residuos estaba seguido de prolina, uno de 

los requisitos para la fosforilación por Cdks (Nigg, 1993), indicando que 

posiblemente no estábamos ante los sitios correctos de fosforilación. 
 

                        
Figura 45: Identificación de sitios de fosforilación en el fragmento de AIB1 
comprendido entre los aminácidos 693 y 933. El fragmento C de AIB1 (693-933) 
se expresó en la cepa BL21 de Escherichia coli, se purificó mediante glutatión 
sefarosa, se fosforiló in vitro con Cdk1-ciclina B1 durante 2 horas y se resolvió en un 
gel SDS-PAGE. La tinción Coomassie de este gel reveló una banda de mayor 
intensidad localizada entre los marcadores de 75 y 50 KDa. Esta banda fue 
escindida del gel, digerida y analizada por LC/MS/MS (cromatografía líquida 
acoplada a espectrómetro de masas en tándem). Se muestra la información relativa 
a la identificación de AIB1, tal como la asigna “Protein Pilot Assay Biosystem”. En 
color verde se destaca la secuencia asignada con fiabilidad mayor al 95%, en 
amarillo la asignación con fiabilidad media y en rojo la de baja fiabilidad. 
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2.8. La fosforilación de AIB1 en mitosis es independiente del 
sitio consenso de unión a ciclina 

El motivo de unión a ciclina se ha descrito en un amplio rango de 

sustratos de Cdks. Este motivo, conocido como motivo Cy o RXL, 

constituye, junto con el sitio consenso de fosforilación por Cdk 

[(S/T)PX(K/R)], una secuencia bipartita de reconocimiento para las 

quinasas dependientes de ciclina. La fosforilación óptima por Cdks se 

produce cuando este motivo está localizado a un mínimo de distancia del 

residuo fosforilable de entre 48 y 72 Å (Takeda et al., 2001). Cabe destacar 

que AIB1 contiene un motivo de este tipo localizado en la posición +11 de 

la serina 728 (Fig. 46A). Asumiendo la aproximación de 4 Å por residuo, la 

 

             

Figura 46: El mutante AYA es fosforilado in vitro por el complejo Cdk1-
ciclina B1. A) Secuencia del fragmento C de AIB1 comprendido entre los 
aminoácidos 693 y 933. En rojo, sitio consenso de fosforilación por Cdk y en azul, 
motivo de reconocimiento por ciclinas. B) Tinción de Coomassie para las 
proteínas de fusión silvestre (C) y mutante (C AYA) de AIB1. C) Autorradiografía 
del gel SDS-PAGE en el que se resolvió la mitad del volumen de reacción de cada 
una de las proteínas híbridas incubadas con Cdk1-ciclina B1 en presencia de [γ-
32P]ATP durante 1 hora a 30ºC. La proteína del retinoblastoma fusionada a GST 
(Rb) fue utilizada como control positivo de la reacción. 
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distancia del sitio consenso corresponde a 44 Å, indicando que podría ser 

el motivo de reconocimiento por parte de la ciclina B. Para comprobarlo, la 

arginina y la leucina de este motivo (RYL) se sustituyeron por alaninas 

(AYA) en el fragmento C de AIB1 (693-933) fusionado a GST. Sin embargo, 

este mutante se siguió fosforilando in vitro por Cdk1-ciclina B1 (Fig. 46C), 

sugiriendo que la fosforilación de AIB1 por Cdk era independiente del sitio 

de reconocimiento de ciclinas. 

 

2.9. La serina 728 es diana del complejo Cdk1-ciclina B 
Con objeto de determinar si el complejo Cdk1-ciclina B podía 

fosforilar en el sitio consenso canónico de fosforilación por Cdks, se 

sustituyó la serina 728 por alanina en el fragmento C de AIB1 (693-933). 

Tanto la proteína híbrida no mutante como la proteína mutante fueron 

expresadas en bacteria y purificadas con glutatión sefarosa. Cantidades 

equivalentes de ambas proteínas, determinadas en un gel teñido con 

Coomassie (Fig. 47A), fueron sujetas a ensayo de fosforilación in vitro con 

Cdk1-ciclina B en presencia de [γ-32P]ATP. Los resultados revelaron que la 

intensidad de la marca radiactiva para el mutante era significativamente 

menor que para la proteína silvestre (Fig. 47B). Esta observación sugería 

que la serina 728 era fosforilada por el complejo Cdk1-ciclina B. Además, la 

presencia de señal radiactiva en el mutante indicaba la posible existencia 

de otros sitios de fosforilación por este complejo en el fragmento C. De 

hecho, ensayos con dobles mutantes demostraron que la serina 867 

también era fosforilada por Cdk1-ciclina B (Fig. 47B). 
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2.10. Localización subcelular de la fosforilación de AIB1 en 
mitosis 

Tinciones de inmunofluorescencia con anticuerpos para AIB1 en 

células MCF-7, así como en HeLa, A549 y H1299 (resultados no 

mostrados), revelaron que AIB1 estaba excluido de los cromosomas 

condensados en células mitóticas (Fig. 48). Esta observación podría ser 

interpretada como una posible función para la fosforilación de AIB1 en 

mitosis. Durante la interfase, las proteínas asociadas con la transcripción se 

distribuyen, generalmente, en el núcleo de las células. Sin embargo, 

durante la mitosis muchas de estas proteínas son excluidas de los 

cromosomas condensados y quedan dispersas por el interior de la célula. 

Como ejemplo más claro se puede citar el caso de la RNA polimerasa II 

Figura 47: La mutación en la serina 728 de AIB1 causa un descenso en la 
fosforilación mediada por Cdk1-ciclina B. A) Tinción Coomassie mostrando 
cantidades equivalentes de las proteínas de fusión silvestre (C) y mutante (C 
S728A) de AIB1. C) Autorradiografía del gel en el que se resolvió la mitad de la 
reacción quinasa a la que se sometieron cada una de las proteínas híbridas con el 
complejo recombinante Cdk1-ciclina B1 en presencia de [γ-32P]ATP durante 1 
hora a 30ºC. El resultado es representativo de tres experimentos independientes.   
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(Christova and Oelgeschlager, 2002). Dado que AIB1 es un coactivador de 

la transcripción, podría ocurrir que su fosforilación en mitosis tuviera 

relación con esta exclusión de la cromatina.  

 

 

 
 

Con objeto de estudiar la localización de AIB1 en su estado 

fosforilado, se sincronizaron células MCF-7 y HeLa en mitosis con 

nocodazol. La detección simultánea de AIB1 no fosforilada y de AIB1 

fosforilada fue posible, como se describió anteriormente, en las células que 

permanecían adheridas tras el tratamiento con nocodazol (ver figura 35C 

columna G2/M). El análisis por citometría de flujo demostró que más del 

 Figura 48: AIB1 está excluido de los cromosomas condensados en 
células mitóticas. Células MCF-7 crecidas en condiciones normales y 
teñidas con DAPI en azul y con anticuerpos anti-AIB1 en rojo (Cy3). Las 
flechas muestran células mitóticas con los cromosomas condensados. 
Línea, 10 μm. 
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60% de estas células tenían un contenido 4N de DNA, es decir, estaban 

bloqueadas en G2/M (ver figuras 39A y 39B gráfica adheridas). 

Fraccionamientos subcelulares citosol/núcleo realizados en estas 

poblaciones celulares revelaron que la banda de menor migración, 

correspondiente a la forma fosforilada de AIB1, se localizaba en el citosol 

(Fig. 49). Estas observaciones sugerían que, quizás, la finalidad de la 

fosforilación de AIB1 en mitosis era excluir de la cromatina a este 

coactivador para, de algún modo, impedir su función transcripcional.   

 

                          

 
 
 
 Como se demostró en el apartado anterior, la serina 728 parecía ser 

un sitio importante de fosforilación, ya que su mutación suprimía en gran 

medida la fosforilación por Cdk1-ciclina B1. Con objeto de ver si los 

mutantes de esta serina a alanina para impedir la fosforilación en este sitio, 

o a ácido glutámico para mimetizarla, tenían una localización subcelular 

diferente a la de AIB1 silvestre, se transfectaron las construcciones 

plasmídicas en células COS-1. Las inmunofluorescencias revelaron que 

Figura 49: La forma fosforilada de AIB1 se localiza en el citosol de células 
bloqueadas en G2/M. Células MCF-7 y HeLa fueron bloqueadas en mitosis con 
nocodazol 150 ng/ml durante 17 horas. Las células que permanecían adheridas 
tras el tratamiento con el inhibidor fueron sujetas a fraccionamiento citosol 
(C)/núcleo (N). El análisis por “western blot” con anticuerpos para AIB1 reveló que 
la banda fosforilada de AIB1 se localizaba en el citosol en ambos casos. 
Anticuerpos anti-Lamina A/C se utilizaron para determinar la contaminación 
nuclear en el citosol.    
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tanto la proteína silvestre como las proteínas mutantes (AIB1 S728A y AIB1 

S728E) estaban localizadas en el núcleo (Fig. 50). Si la finalidad de la 

fosforilación de AIB1 era enviar a este coactivador al citosol antes de la 

ruptura de la membrana nuclear, no quedaba reflejada en el mutante a 

ácido glutámico que debería haberse localizado en el citosol. Estos 

resultados indicaban que, o bien la función de la fosforilación de AIB1 no 

estaba relacionada con la regulación de su localización subcelular, o bien 

que la existencia de otros posibles sitos de fosforilación estaba 

compensando el efecto. 

  

 
 

Figura 50: Los mutantes de AIB1 S728A y S728E se localizan en el núcleo de 
células COS-1. Células COS-1 fueron transfectadas con los plásmidos pCEFL-
AU5-AIB1, pCEFL-AU5-AIB1 S728A y pCEFL-AU5-AIB1 S728E y, posteriormente, 
bloqueadas en mitosis con nocodazol. Dos días después de la transfección, las 
células se tiñeron con DAPI en azul y con anticuerpos anti-AU5 en verde (FITC). 
Línea, 10 μm. 
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2.11. Actividad transcripcional de AIB1 en Mitosis 
La entrada en mitosis en las células eucariotas va acompañada de 

una inhibición global de la transcripción, necesaria para la correcta división 

celular. Esta represión está regulada a diferentes niveles, entre los cuales 

la fosforilación de factores implicados en la transcripcion es uno de los 

mecanismos más importantes (Gottesfeld and Forbes, 1997). Con objeto de 

examinar si la fosforilación de AIB1 en mitosis estaba relacionada con su 

actividad transcripcional, se realizaron experimentos de cotransfección de 

los plásmidos que contenían las proteínas AIB1 silvestre y AIB1 S728A 

fusionadas a Gal4-DBD junto con el indicador de luciferasa en células COS-

1. Los resultados no revelaron diferencias significativas entre el silvestre y 

el mutante (Fig 51A), indicando que la actividad transcripcional intrínseca 

de AIB1 era independiente de la fosforilación en la serina 728.  

 

 
 

Figura 51: La fosforilación de AIB1 en S728 regula la coactivación de ERα. A) 
Células COS-1 se cotransfectaron con los plásmidos que contenían las proteínas AIB1 y 
AIB1 S728A fusionadas al dominio de unión al DNA de Gal4, conjuntamente con el 
indicador de luciferasa. 30 horas después de la transfección, las células se sincronizaron 
en mitosis con nocodazol 150 ng/ml durante 17 horas antes de cuantificar la actividad 
luciferasa. Los datos se presentan normalizados al control transfectado con plámido 
vacío en forma de media ± SE de triplicados. La significatividad (p>0,05) se analizó 
mediante el test de Student. B) Células COS-1 se cotransfectaron con el plásmido ERE-
tk-luciferasa y con los plásmidos pCMX-Gal4-DBD y pBABE vacíos (1); con los 
plásmidos pBABE-ERα y pCMX-Gal4-DBD  (2) como control de la actividad del AIB1 
endógeno; con los plásmidos pBABE-ERα y pCMX-Gal4-DBD-AIB1 (3); y con los 
plásmidos pBABE-ERα y pCMX-Gal4-DBD-AIB1 S728A (4). Las células se bloquearon 
en mitosis con nocodazol en las mismas condiciones que en A) y se trataron con 
estradiol 50 nM durante las últimas 5 horas del tratamiento con nocodazol. La gráfica 
muestra la media ± SE de triplicados normalizados a (1) (* p<0,05 en el test de Student). 



                                                                                           RESULTADOS 

 153

También quisimos estudiar el impacto de la fosforilación en la 

función de AIB1 como coactivador. Para ello, se evaluó la transactivación 

mediada por el receptor de estrógenos α (ERα) utilizando un indicador de 

luciferasa bajo el control del elemento de respuesta a estrógenos (ERE2-tk-

luciferasa). Células COS-1 fueron cotransfectadas con los plásmidos 

pBABE-ERα, pCMX-Gal4-DBD-AIB1 o pCMX-Gal4-DBD-AIB1 S728A y 

ERE-tk-luciferasa. El mutante S728 provocó un aumento significativo de la 

transcripción (Fig. 51B), indicando la posibilidad de que la forma fosforilada 

de AIB1 interaccionara y/o coactivara en menor medida al receptor de 

estrógenos. Todos los resultados anteriores sugieren que la fosforilación de 

AIB1 podría estar afectando a su función coactivadora, pero no a su 

actividad transcripcional intrínseca.    
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La señalización celular por receptores nucleares y otros factores de 

transcripción es un proceso complejo que implica la actuación de múltiples 

cofactores que regulan la actividad transcripcional. La expresión alterada o 

la modificación de estos cofactores puede resultar en cambios en la 

expresión génica, provocar alteraciones en el ciclo celular y dar lugar a 

patologías diversas, incluyendo el cáncer. Por eso, es muy importante que 

la cantidad y función de estos moduladores esté bien regulada. 

 AIB1 es un coactivador de receptores esteroideos, así como de 

otros factores de transcripción, que ha sido fuertemente implicado en 

cáncer. Un gran número de evidencias revela que AIB1 es un oncogén. La 

generación del modelo transgénico de ratón MMTV-AIB1 claramente indica 

que AIB1 es suficiente para iniciar la tumorigénesis (Torres-Arzayus et al., 

2004). Además, la amplificación y sobreexpresión de este coactivador 

existe en una gran variedad de cánceres e integra varias vías de 

señalización, como las mediadas por receptores nucleares, HER2/neu, 

IGF/AKT, NF-κB y el ciclo celular (Lahusen et al., 2009; Xu et al., 2009). La 

regulación de la proliferación, supervivencia y migración celulares a través 

de estas vías sugiere un papel central para AIB1 en la tumorigénesis. Por 

otra parte, la deficiencia de AIB1 en modelos murinos disminuye la 

incidencia tumoral y bloquea las metástasis, a pesar de la presencia de los 

oncogenes H-ras o Neu (Fereshteh et al., 2008; Kuang et al., 2004). Todas 

estas evidencias indican que AIB1 podría representar una diana muy 

atractiva en la terapia contra el cáncer. 

Desde la identificación de AIB1, se han realizado diversos estudios 

para investigar su estructura molecular, sus funciones fisiológicas, los 

mecanismos intermoleculares que regula, y sus efectos patológicos. Sin 

embargo, aunque se ha progresado mucho en el entendimiento de la 

función de AIB1 y en cómo influencia la tumorigénesis integrando varios 

mecanismos moleculares, todavía quedan por aclarar cuestiones 

importantes referentes a cómo se consigue su sobreexpresión o exceso de 
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proteína. Los mecanismos moleculares responsables de la amplificación 

génica y la sobreexpresión de AIB1 todavía no están bien definidos. Un 

número limitado de estudios ha sugerido que el aumento de los niveles de 

AIB1 en cáncer se puede atribuir tanto a su activación transcripcional como 

a la estabilización postranscripcional de este coactivador (Mussi et al., 

2006). No obstante, la regulación de la estabilidad proteica de AIB1 

representa otro mecanismo importante para incrementar los niveles de esta 

molécula en cáncer.  

En la presente tesis se han estudiado algunos de los factores 

implicados en la regulación de la estabilidad y degradación de la proteína 

de AIB1, así como la naturaleza y posible función de una nueva forma 

mitótica encontrada para este coactivador y producida por modificación 

postraduccional.  

 

1. ESTUDIO DE LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA 
REGULACIÓN DE LA ESTABILIDAD DE AIB1 
 
1.1. Diferencias en la distribución celular y en la estabilidad 
de AIB1 en varias líneas celulares 

En el presente estudio se ha visto que el contenido nuclear de AIB1 

varía entre líneas celulares de cáncer. AIB1 es principalmente citosólico en 

las líneas celulares HeLa y H1299, mientras que es mayoritariamente 

nuclear en MCF-7 y A549. La diferente localización subcelular de AIB1, 

dependiendo del tipo celular y del estado de diferenciación y/o proliferación, 

ya ha sido demostrada anteriormente (Qutob et al., 2002). En un trabajo 

realizado en nuestro laboratorio se ha observado una correlación entre la 

incorporación de bromodeoxiuridina y la localización nuclear para AIB1 en 

células epiteliales de la glándula mamaria murina (Avivar et al., 2006). 
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Parece, por tanto, que la localización de AIB1 tiene una regulación 

dinámica con el ciclo celular.  

Basándonos en las diferencias encontradas en la localización de 

AIB1 en diversas líneas celulares, quisimos estudiar una posible relación 

entre la localización y estabilidad de este coactivador. Existen estudios 

controvertidos acerca de si AIB1 se degrada en el citosol (Mani et al., 2006) 

o en el núcleo (Li et al., 2007a). Utilizando células HeLa, MCF-7, H1299 y 

A549 como modelos biológicos, nosotros hemos observado que la 

localización nuclear de esta molécula oncogénica correlaciona con una 

menor vida media, y a la inversa. Ensayos con ciclosporina A, que produce 

una mayor localización citosólica de AIB1 al bloquear las células en G0, 

apoyan la mayor estabilidad del AIB1 citosólico. Por otra parte, el bloqueo 

de la síntesis proteica y posterior fraccionamiento subcelular demuestra que 

sólo el contenido nuclear de AIB1 disminuye. Todas estas evidencias 

indican que la distribución subcelular es un factor importante en la 

estabilidad de AIB1 y apoyan que esta molécula podría estar degradándose 

en el núcleo.    

La actividad del receptor de estrógenos ha sido otro de los factores 

que hemos tenido en cuenta a la hora de estudiar la estabilidad de AIB1. 

Se conoce que el 17-β-estradiol reprime la transcripción y expresión de 

AIB1 en las células de cáncer de mama MCF-7 y que este efecto es 

revertido por la adición de antiestrogénicos o ácido retinoico (Lauritsen et 

al., 2002). Nuestros resultados demuestran que en presencia de 17-β-

estradiol la estabilidad de AIB1 disminuye, mientras que aumenta en 

presencia de moduladores selectivos del receptor de estrógenos o SERMs 

(tamoxifeno e ICI182780). En presencia de estos antiestrogénicos, los 

niveles de AIB1 aumentan en el citosol, sugiriendo que la actividad del 

receptor de estrógenos podría estar modulando la estabilidad de AIB1, al 

afectar su localización subcelular. Curiosamente, la línea celular MCF-7 

contiene mayores niveles de receptor de estrógenos que HeLa. Por tanto, 
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las diferencias de estabilidad de AIB1 en estas líneas celulares podrían 

atribuirse a diferencias en el contenido y actividad de este receptor nuclear.  

 
1.2. AIB1 se degrada en el núcleo por el sistema ubicuitina-
proteasoma  

La degradación nuclear de AIB1 ha sido corroborada mediante el 

uso del antibiótico leptomicina B, que inhibe la exportación nuclear por 

CRM1. La presencia de este inhibidor produce una disminución de la 

actividad transcripcional intrínseca de AIB1, así como de sus niveles en 

células MCF-7 tanto en presencia como en ausencia de suero en el medio 

de cultivo. Además, este descenso es rescatado por el inhibidor del 

proteasoma MG132, indicando que la degradación de AIB1 en el núcleo 

está mediada por el proteasoma. Una interpretación para el hecho de que 

la recuperación de los niveles de AIB1 no sea completa tras el tratamiento 

con los dos inhibidores, leptomicina B y MG132, es que el descenso de 

AIB1 causado por la leptomicina B pueda ser independiente de la 

degradación mediada por el proteasoma. Sin embargo, si esto fuera cierto, 

el tratamiento con leptomicina B y el tratamiento con ambos inhibidores 

habrían producido el mismo resultado. Otra explicación más plausible es 

que la leptomicina B reduzca los niveles de AIB1 por dos mecanismos 

distintos: por la inhibición de la exportación nuclear de RNAs mensajeros y 

por impedir que AIB1 salga al citosol. 

Por otra parte, la observación de que la leptomicina B causa una 

acumulación nuclear de AIB1 en células HeLa, donde este coactivador es 

principalmente citosólico, sugiere que el transporte de AIB1 entre el núcleo 

y el citosol es dinámico, y que la mayor estabilidad en células HeLa podría 

deberse a una mayor exportación nuclear de AIB1 en esta línea celular. No 

hemos encontrado diferencias significativas en células HeLa y MCF-7 en la 

expresión de SIP e importina α3, dos moléculas implicadas en el transporte 
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al núcleo de AIB1 (Yeung et al., 2006; Zhang et al., 2007). Sin embargo, no 

podemos excluir la posibilidad de que existan diferencias celulares 

específicas que regulen el nivel de activación de estas proteínas.   

 La mayor estabilidad de AIB1 en células HeLa podría deberse, por 

tanto, a un menor contenido y actividad del receptor de estrógenos y a una 

mayor exportación de AIB1 al citosol, pero ¿existen diferencias en cuanto a 

la ubicuitinación de AIB1 en células HeLa y MCF-7? En las células 

eucariotas, el sistema ubicuitina-proteasoma media la degradación de 

numerosas proteínas, como factores de transcripción, receptores nucleares, 

proteínas reguladoras del ciclo celular, etcétera. Los coactivadores de 

receptores nucleares son diana de este sistema de degradación (Yan et al., 

2003). Además, AIB1 puede degradarse de manera independiente de ATP 

y ubicuitina por el proteasoma REGγ (Li et al., 2006). Los experimentos de 

coinmunoprecipitación en células transfectadas con HA-ubicuitina 

demuestran que AIB1 es ubicuitinado en nuestros modelos celulares. Sin 

embargo, no se observan diferencias entre células HeLa y MCF-7, 

sugiriendo que la elevada estabilidad de AIB1 en HeLa no es debida a 

defectos en la ubicuitinación en esta línea celular. 

 Para estudiar la poliubicuitinación de AIB1 se han utilizado dos 

modelos celulares bien establecidos: la línea HeLa 6xHis-ubicuitina y la 

línea termosensible E36-ts20. Gracias a la compatibilidad de la purificación 

de proteínas marcadas con His-ubicuitina con condiciones 

desnaturalizantes y, por tanto, a la posibilidad de eliminar cualquier 

actividad desubicuitinasa, la línea celular HeLa 6xHis-ubicuitina ha 

permitido poner de manifiesto el típico bandeo de poliubicuitinas de AIB1. 

Por su parte, la línea E36-ts20, que contiene una mutación termosensible 

en la enzima activadora de ubicuitinas E1, ha sido útil para corroborar la 

degradación nuclear de AIB1 por el sistema ubicuitina-proteasoma. Hemos 

demostrado que a la temperatura no permisiva, en la cual E1 no es activa, 

se suprime la degradación de AIB1 mediada por ubicuitinación, ya que los 
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niveles de este coactivador son más elevados en comparación con las 

células crecidas a temperatura permisiva, donde la vía es activa. 

Adicionalmente, la acumulación de AIB1 en el núcleo de las células 

crecidas a temperatura no permisiva es revertida en presencia de una E1 

funcional. Estos resultados demuestran que AIB1 es diana del sistema 

ubicuitina-proteasoma y que se degrada en el compartimento nuclear.  

 

1.3. En busca de la ubicuitina ligasa de AIB1 
La conjugación de ubicuitina a las proteínas diana implica tres 

pasos consecutivos mediados por la actividad de un sola enzima activadora 

de ubicuitinas (E1), varias enzimas conjugadoras de ubicuitinas (E2) y 

múltiples enzimas ligasa de ubicuitinas (E3). En humanos, alrededor de 600 

ubicuitina ligasas aseguran la especificidad de sustrato. Encontrar la 

ubicuitina ligasa de AIB1 y ver si existían posibles alteraciones a este nivel 

que favorecieran el exceso de AIB1 en las células era un objetivo bastante 

tentador. Al inicio de este trabajo, no se conocía la ubicuitina ligasa de AIB1.  

Un grupo emergente de proteínas que interaccionan con receptores 

nucleares está constituido por proteínas previamente identificadas como 

componentes del sistema de degradación ubicuitina-proteasoma. Como 

ejemplos se pueden citar a SUG-1 (Ferry et al., 2009), UBC9 (Poukka et al., 

1999) y E6-AP (Nawaz et al., 1999). E6-AP es una ubicuitina ligasa que 

media la interacción de la proteína E6 del virus del papiloma humano tipo 

16 y 18 con el supresor de tumores p53, induciendo su degradación por la 

vía ubicuitina-proteasoma (Cooper et al., 2003). En 1999 Nawaz y 

colaboradores demostraron una nueva función para E6-AP como 

coactivador de receptores nucleares (Nawaz et al., 1999). Además, se ha 

visto que esta ubicuitina ligasa puede promover la degradación de ERα 

(Gao et al., 2005). Estas dos evidencias propusieron a E6-AP como 

candidata para mediar la degradación de AIB1, al formar parte del mismo 

complejo coactivador. De manera similar, se ha observado que la ubicuitina 
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ligasa MDM-2 potencia la función de ERα en células de cáncer de mama 

(Saji et al., 2001), y media la degradación de los receptores de 

glucocorticoides y de andrógenos (Gaughan et al., 2005; Kinyamu and 

Archer, 2003). Sin embargo, estudios previos en el laboratorio demostraron 

que el silenciamiento individual de estas dos ubicuitina ligasas producía un 

descenso en los niveles de AIB1 en células MCF-7, HeLa, A549 y H1299, 

sugiriendo que E6-AP y MDM-2 no promovían la degradación de AIB1, sino 

que más bien lo estabilizaban. Más tarde, Mani y colaboradores observaron 

que E6-AP inducía la ubicuitinación y degradación de AIB1 en células 

COLO 357 PL, derivadas de un carcinoma pancreático humano, y en 

células ME-180, derivadas de un carcinoma cervical humano (Mani et al., 

2006). No descartamos la posibilidad de que estos resultados 

contradictorios sean debidos a diferencias celulares específicas. 

En un principio, se observó una menor intensidad de la 

fluorescencia para AIB1 en células mitóticas, sugiriendo que este 

coactivador podría estar degradándose en mitosis. Ensayos con 

inmunoprecipitados de AIB1 de células MCF-7 y lisados de ovocitos de 

Xenopus laevis bloqueados en mitosis confirmaron esta hipótesis, ya que el 

análisis por “western blot” mostraba una disminución de los niveles de AIB1. 

Estos resultados preliminares nos llevaron a considerar los complejos SCF 

(proteínas Skp1, Cul1 y F-box) y el complejo promotor de la anafase (APC) 

o ciclosoma como posibles ubicuitina ligasas de AIB1, por ser éstos 

importantes reguladores de la degradación de componentes del ciclo 

celular (Yamasaki and Pagano, 2004). En nuestras condiciones, no 

observamos interacción entre AIB1 y Skp1. Sin embargo, a diferencia de 

nuestras observaciones, recientemente se publicó que SCFFbw7 ubicuitinaba 

y promovía la degradación de AIB1 (Wu et al., 2007). La presencia de dos 

motivos de destrucción D-box en la secuencia de AIB1, encontrados en 

numerosas proteínas mitóticas ubicuitinadas por APC (Zachariae and 

Nasmyth, 1999), sugería una implicación de este motivo en la degradación 
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de este coactivador. No obstante, la mutación dirigida de estas cajas de 

destrucción no impidió la degradación de AIB1, indicando que la regulación 

de los niveles de esta molécula oncogénica por el proteasoma podría ser 

independiente de estos motivos D-box. El análisis de la expresión de AIB1 

en las distintas fases del ciclo celular por “western blot”, que será discutido 

más tarde, junto con los resultados obtenidos en ensayos de incubación de 
35S[Met]-AIB1 con lisados de ovocitos de Xenopus apoyaron que, a 

diferencia de lo que se había observado previamente, AIB1 no estaba 

degradándose en mitosis. Puesto que el complejo APC se activa al ser 

fosforilado por Cdk1-ciclina B en mitosis (Kraft et al., 2003), era probable 

que esta ubicuitina ligasa no estuviera mediando la degradación de AIB1.   

El análisis comparativo de la expresión de genes entre ratones 

transgénicos para AIB1 y ratones silvestres, realizados anteriormente en 

nuestro laboratorio, reveló que la ubicuitina ligasa ZNRF era reprimida 

cuando se sobreexpresaba AIB1. ZNRF está altamente expresada en el 

sistema nervioso durante el desarrollo, y su actividad ubicuitina ligasa está 

implicada en el mantenimiento de la plasticidad y transmisión neuronal 

(Araki and Milbrandt, 2003). Los resultados negativos obtenidos en ensayos 

de coinmunoprecipitación apuntaban a que esta proteína tampoco 

promovía la degradación de AIB1.  

Aunque tampoco fuimos capaces de identificar posibles ubicuitina 

ligasas mediante técnicas como el “cross-linking” con formaldehído o el “Far 

Western Blot”, actualmente se conocen tres ubicuitina ligasas para AIB1: 

E6-AP (Mani et al., 2006), SCFFbw7 (Wu et al., 2007) y CHIP (Kajiro et al., 

2009). Estudios recientes han revelado que las ubicuitina ligasas juegan 

importantes papeles en la carcinogéneis de la gándula mamaria. De hecho 

es frecuente encontrar deleciones, amplificaciones, mutaciones o expresión 

aberrante de E3s en cáncer de mama (Chen et al., 2006). En concreto, 

Kajiro y colaboradores han observado una correlación inversa entre el 

estadio tumoral y los niveles de CHIP, y han demostrado que CHIP suprime 
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el potencial metastático de células de cáncer de mama a través de la 

degradación de AIB1 (Kajiro et al., 2009). En este caso, la reducida 

actividad de la maquinaria de ubicuitinación puede llevar al aumento de 

proteínas oncogénicas en las células tumorales. Además, CHIP puede 

ubicuitinar otras proteínas oncogénicas como HER2/neu (Xu et al., 2002), 

con lo que no se pueden descartar los efectos de otras proteínas en la 

progresión tumoral. Sin embargo, tanto CHIP como AIB1 podrían ser 

consideradas como excelentes candidatas a dianas antitumorales.     

 
1.4. La secuencia PEST es requerida para desestabilizar a 
AIB1  
 El reconocimiento del sustrato que va ser degradado se realiza a 

menudo a través de ubicuitina ligasas. Numerosas proteínas sustrato 

contienen elementos, conocidos con el nombre de degrones, que 

promueven la ubicuitinación. Algunos de estos degrones han sido 

caracterizados, como la caja de destrucción D-box. Los llamados motivos 

PEST son secuencias hidrofílicas ricas en prolina, ácido glutámico, serina y 

treonina que estan flanqueadas con frecuencia por aminoácidos cargados 

positivamente. Los motivos PEST se encuentran en numerosas proteínas 

eucariotas inestables y sirven de señal proteolítica o degrón (Rechsteiner 

and Rogers, 1996). El análisis de la secuencia proteica de AIB1 con el 

programa PESTfind identificó una secuencia potencial de este tipo entre los 

aminoácidos 647-672. Nuestros resultados muestran que cuando se 

deleciona la secuencia PEST (en el fragmento de AIB1 comprendido entre 

los aminoácidos 673-1424), AIB1 es más estable, sugiriendo un papel en la 

degradación de este coactivador. Sería interesante delecionar sólo el 

motivo PEST en la secuencia completa de AIB1 para ver si se reproducen 

los resultados y confirmar que las diferencias de estabilidad observadas 
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entre los fragmentos 556-1424 y 673-1424 (sin PEST) se deben 

exclusivamente a la pérdida de esta secuencia. 

 La modificación por ubicuitina sirve como elemento de 

reconocimiento por el proteasoma, pero a veces no es suficiente para la 

degradación de proteínas plegadas. Algunas proteínas requieren una 

región sin estructura que sea hidrolizada en primer lugar para acelerar la 

degradación por el proteasoma (Prakash et al., 2004). Las secuencias 

PEST a menudo representan secuencias sin estructura en las proteínas 

(Singh et al., 2006). Debido a la relativa cercanía de la secuencia PEST con 

los sitios de ubicuitinación K723 y K786, que median la degradación de 

AIB1 (Wu et al., 2007), podría pensarse un proceso similar en la 

degradación de esta molécula oncogénica. El fragmento 673-1424 podría 

ser ubicuitinado, pero su degradación sería más lenta, al haber perdido la 

secuencia PEST (Fig. 32C). 

En algunos factores de transcripción, degradados por el proteasoma 

26S, los elementos de destrucción y los dominios de activación han 

evolucionado en estrecha relación para acoplar los mecanismos de 

activación transcripcional y degradación (Salghetti et al., 2000). Debido a 

que la secuencia PEST se encuentra en el dominio de interacción con 

receptores nucleares, esencial para la transactivación mediada por éstos, 

es posible que un mecanismo similar haya evolucionado también en AIB1. 

 

1.5. Señalización por AKT y estabilidad de AIB1 
 Un resultado interesante de este trabajo es la estabilidad de AKT 

activo o P-AKT en las células MCF-7 en comparación con HeLa. La 

depleción del suero es menos efectiva a la hora de reducir los niveles de P-

AKT en células MCF-7. Además, la ausencia prolongada de los estrógenos 

puede causar un bloqueo del crecimiento de las células MCF-7 sin producir 

una disminución significativa de los niveles de P-AKT. Esta sostenida 

activación de AKT es probablemente debida a una mayor expresión de AKT 
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en células MCF-7. La sobreexpresión de AIB1 en esta línea celular podría 

jugar un papel en los mayores niveles de AKT. De hecho, como se 

explicaba en la introducción (apartado 5.2.2.1), existe una correlación entre 

AIB1 y los niveles de expresión de componentes de la vía de señalización 

IGF/PI3K/AKT (Yan et al., 2006). Por ejemplo, la deleción de AIB1 con RNA 

de interferencia en células MCF-7 reduce la expresión de IGF-IR y 

proteínas IRS que a su vez disminuyen la activación de AKT tras la 

estimulación con IGF (Oh et al., 2004). Sin embargo, deben existir otros 

mecanismos específicos de células MCF-7 para explicar la mayor 

activación de AKT, ya que en células A549, que también sobreexpresan 

AIB1, la actividad de AKT es comparativamente normal. Por otra parte, la 

ausencia de suero o estrógenos en la línea celular MCF-7 causa un ligero 

incremento en los niveles de AIB1. Esta acumulación difiere de lo que 

ocurre en células HeLa, A549 o H1299, donde los niveles permanecen 

constantes o incluso disminuyen en ausencia de suero. Estos resultados 

contradicen a lo publicado anteriormente, ya que se ha observado que la 

ausencia de suero en MCF-7 causa la ubicuitinación y degradación de AIB1 

(Mani et al., 2006). Parece que los mayores niveles de AKT activo en la 

línea celular MCF-7 en condiciones restrictivas de crecimiento son 

suficientes para estabilizar los niveles de AIB1. No descartamos la 

posibilidad de que la ausencia de suero o de estrógenos impida la 

fosforilación y/o translocación de AIB1 al núcleo, donde supuestamente se 

degradaría.  

 Nuestros datos muestran que la vía PI3K/AKT confiere estabilidad a 

AIB1. Hemos observado que sólo los fragmentos de AIB1 que contienen la 

región central son estabilizados por AKT. Una posible explicación es que 

AKT inhiba la ubicuitinación de estos fragmentos. La inhibición de la 

ubicuitinación por AKT ha sido descrita previamente en otras moléculas, 

tales como MDM2 y XIAP (Dan et al., 2004; Feng et al., 2004). La 

estabilización de AIB1 por la vía AKT está de acuerdo con los resultados 
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publicados en la literatura. Se ha observado que AIB1 puede ser fosforilado 

por la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3) en la serina 505 en células 

MCF-7, resultando en su activación transcripcional y posterior degradación 

por el proteasoma (Wu et al., 2007). GSK3 es una serina/treonina quinasa 

por debajo de AKT y es inhibida por fosforilación mediada por esta quinasa 

(Jope and Johnson, 2004), de manera que AKT podría estar estabilizando a 

AIB1 a través de este mecanismo. Sin embargo, nuestros resultados 

demuestran que debe existir un mecanismo regulador de la degradación de 

AIB1 alternativo al mediado por la quinasa GSK3 y la E3 Fbw7, ya que el 

fragmento de AIB1 que no posee el sitio de fosforilación por GSK3 sigue 

siendo ubicuitinado y degradado por el proteasoma, además de ser 

estabilizado por la vía PI3K/AKT. A diferencia de la fosforilación por GSK3, 

que causa la degradación de AIB1, la fosforilación por PKC atípica en un 

degrón del extremo carboxi-terminal de AIB1 impide su interacción con la 

subunidad C8 del proteasoma y lo protege de la degradación de manera 

dependiente de ER (Yi et al., 2008). PKC es un conocido sustrato para la 

vía de señalización PI3K/PDK1 (Le Good et al., 1998). Nuestros resultados 

son diferentes pero complementarios a esta publicación, ya que 

proporcionan un mecanismo alternativo para estabilizar a AIB1 mediado por 

AKT, otro efector de la quinasa PDK1. 

 Los resultados anteriores podrían ser relevantes en la resistencia a 

la terapia endocrina. Ha sido descrito que altos niveles de AIB1 y HER2/neu 

exhiben una clara y severa resistencia a la terapia con moduladores 

selectivos del receptor de estrógenos (Osborne et al., 2003). Se han 

propuesto diversos mecanismos independientes para explicar el desarrollo 

de esta resistencia y, curiosamente, AIB1 está implicado en todos ellos. 

Uno de estos mecanismos explica la resistencia a través de la actividad 

agonista del tamoxifeno. Debido a que HER2/neu activa a MAPK, y esta 

quinasa a su vez fosforila a ER y activa a AIB1 (Font de Mora and Brown, 

2000), la sobreexpresión de HER2/neu y AIB1 aumentan significativamente 
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la actividad agonista del tamoxifeno y, por tanto, reducen su actividad 

antitumoral en pacientes con cáncer de mama (Smith et al., 1997). Otro de 

los mecanismos implica al represor de la transcripción de HER2/neu 

mediada por ER, PAX2. Los ensayos de inmunoprecipitación de cromatina 

en células MCF-7 han permitido la identificación de un sitio de unión a ER 

en un intrón de la región genómica de HER2/neu. El tratamiento con 

tamoxifeno o con estrógenos induce el reclutamiento de PAX2 a este sitio 

de unión. No obstante, el exceso de AIB1 compite con PAX2 por el sitio de 

unión, resultando en una mayor expresión de HER2/neu y en el desarrollo 

de la resistencia endocrina (Hurtado et al., 2008). La amplificación del gen 

de AIB1 en el locus 20q12 es una de las razones por las que se produce la 

sobreexpresión de AIB1 (Anzick et al., 1997). Sin embargo, esta 

amplificación ocurre sólo en el 10% de los tumores, mientras que AIB1 se 

encuentra sobreexpresado en un 60% aproximadamente. Por tanto, deben 

existir otros mecanismos alterados en cáncer que participen en el 

incremento de los niveles de AIB1. Uno de estos mecanismos podría hacer 

referencia precisamente a la vía PI3K/AKT (frecuentemente alterada en 

cáncer) que estabilizaría la proteína de AIB1 inhibiendo su ubicuitinación y 

su degradación por el proteasoma. No sabemos si esta estabilización es 

directa, a través de la fosforilación de AIB1 por AKT, o indirecta. En 

tumores que sobreexpresan el oncogén HER2/neu, la activación de la vía 

PI3K/AKT podría estabilizar los niveles de AIB1 y, por tanto, su capacidad 

oncogénica (Fig. 52).   

 

1.6. Actividad transcripcional intrínseca y degradación de 
AIB1 
 La importancia del sistema ubicuitina-proteasoma en células 

eucariotas ha sido reconocida en la regulación del ciclo celular, en 

transducción de la señal y en la diferenciación celular. Sin embargo, 

recientemente, se ha asociado a la transcripción génica mediada por 
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receptores nucleares. La inhibición del sistema ubicuitina-proteasoma 

suprime las actividades transcripcionales de los receptores de estrógenos, 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
progesterona y hormona tiroidea, a pesar de que sus niveles proteicos 

aumentan, sugiriendo que el recambio de estos receptores es importante 

en la transcripción mediada por éstos (Lonard et al., 2000). Por el contrario, 

AIB1 

CBP/p300

ERα ERα + Cáncer 

ERKPI3K/Akt

HER2/neu

Estrógenos 

ERα ERα

Tamoxifeno 

+ PAX2 ERαERα

PAX2

Resistencia 
endocrina

ERαERα

AIB1

Figura 52: Mecanismos de resistencia a tamoxifeno. Se han postulado varios 
mecanismos para explicar la resistencia a la terapia endocrina. ER unido a 
tamoxifeno recluta a PAX2 y reprime la transcripción de HER2/neu. Pacientes con 
tumores PAX2 negativos desarrollan resistencia y tienen pobre pronóstico. El 
exceso de AIB1 compite con PAX2 e induce la transcripción de HER2/neu. La 
activación de la vía de señalización PI3K/AKT previene la degradación 
proteasomal de AIB1, resultando en su sobreexpresión y suprimiendo el efecto 
antiestrogénico del tamoxifeno. Finalmente, la fosforilación y activación de AIB1 
por ERK1,2 permite el reclutamiento de CBP/p300, lo que induce la activación de 
la transcripción.  
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nosotros hemos observado que este efecto no ocurre en la actividad 

transcripcional intrínseca de AIB1. La capacidad de AIB1 para estimular la 

transcripción aumenta en presencia de los inhibidores del proteasoma 

MG132 y epoxomicina, siempre y cuando los dominios 673-979 y 1133-

1424 estén presentes simultáneamente en la molécula. Resultados 

similares se observan para el resto de miembros de la familia SRC y 

también para la histona acetiltransferasa CBP (Lonard et al., 2000). Sin 

embargo, no podemos excluir la posibilidad de que las conformaciones 

estructurales de las proteínas de fusión a Gal4 o del complejo coactivador 

formado en torno al elemento de respuesta a Gal4 en el promotor del gen 

indicador de luciferasa no sean las propicias para observar el mismo efecto 

que en ciertos receptores nucleares, como ERα.  

 Se ha descrito que componentes del proteasoma son reclutados a 

los promotores de genes diana para mediar tanto la degradación como la 

eficiente elongación de la transcripción mediada por determinados factores, 

como p53 y VP16 (Zhu et al., 2007; Zhu et al., 2004). Por ejemplo, Sug-1 y 

S1, componentes de la subunidad 19S del proteasoma, son reclutados a la 

región promotora de p21waf1 en un patrón cinético similar al reclutamiento 

de p53, sugiriendo una regulación del proteasoma en la transcripción 

mediada por este factor de transcripción (Zhu et al., 2007). Además, la 

ocupación de Sug-1 y S1 en el promotor de p21waf1 es más pronunciada 

tras el tratamiento con MG132. Debido a que la inhibición del proteasoma 

causa una acumulación de las formas ubicuitinadas de las proteínas y que 

la partícula reguladora 19S es necesaria para el reconocimiento de 

sustratos ubicuitinados, podría ocurrir que el reclutamiento del proteasoma 

a regiones promotoras de genes diana fuera a través de cadenas de 

ubicuitina unidas a las proteínas reguladoras. Varias subunidades del 

proteasoma 19S tienen funciones diferentes a la proteólisis. Estudios 

genéticos en levadura han sugerido un papel para la ATPasa Sug-1 en la 

activación de la transcripción (Ferdous et al., 2001). Estos mismos autores 
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han demostrado que el proteasoma 19S es capaz de activar potentemente 

la elongación transcripcional in vivo e in vitro por un mecanismo 

independiente de la proteólisis. Se ha visto que la subunidad Sug-1 

interacciona con el factor de transcripción TFIIH y, en consecuencia, se 

piensa que potencia de manera directa la actividad de la RNA polimerasa II 

(Weeda et al., 1997). Curiosamente, Sug-1 interacciona con AIB1 y 

contribuye a la transcripción de los genes diana del receptor de ácido 

retinoico (Ferry et al., 2009). A partir de estas líneas de evidencias, sería 

razonable pensar que el aumento de la activación transcripcional por parte 

de AIB1 en presencia de los inhibidores del proteasoma fuera debido no 

sólo a un incremento en los niveles de este coactivador, sino también a un 

mayor reclutamiento de la partícula 19S u otros cofactores al promotor de la 

luciferasa. De esta manera, se explicaría el aumento de la actividad 

transcripcional intrínseca producida por la inhibición del proteasoma en el 

fragmento 673-1424 que es más estable y apenas aumenta tras el 

tratamiento con MG132. Por último, ¿qué explicación tendría el hecho de 

que se suprima el aumento de actividad transcripcional tras la inhibición del 

proteasoma en los fragmentos 578-1131, 980-1424 y 1133-1424 de AIB1? 

Una posible interpretación sería que fuera necesaria la presencia de los 

tres sitios de ubicuitinación contenidos en la secuencia de AIB1. De hecho, 

los resultados con en el triple mutante de AIB1 K723R/K786R/K1194R no 

muestran una mayor actividad transcripcional intrínseca cuando se inhibe el 

proteasoma (Fig. 33B). La presencia de los tres sitios de ubicuitinación, por 

tanto, podría ser crucial para el reclutamiento de componentes del 

proteasoma y la correcta activación transcripcional dependiente de éste. 

 

1.7. ¿Existen otros mecanismos para la degradación de AIB1? 
Ha sido demostrado que la ubicuitinación en las lisinas K723 y K786 

es importante para la degradación de AIB1, a diferencia de la ubicuitinación 

en K1194 (Wu et al., 2007). Nuestros resultados están de acuerdo con 
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estas observaciones. Los mutantes K723R y K786R y el triple mutante 

K723R/K786R/K1194R parecen ser más estables, como se deduce de su 

mayor actividad transcripcional intrínseca. Contrariamente, el mutante 

K1194 conduce a un descenso significativo de la actividad transcripcional, 

sugiriendo que la ubicuitinación en esta lisina podría servir para la actividad 

transcripcional en lugar de la degradación. Desde su descubrimiento en los 

años 70, la ubicuitina ha sido asociada a la eliminación de proteínas 

dañadas. Sin embargo, se han descrito recientemente nuevas funciones 

biológicas para esta pequeña proteína, incluyendo regulación del tráfico 

intracelular, interacciones proteína-proteína y regulación de la transcripción 

(Aguilar and Wendland, 2003; Conaway et al., 2002). Se ha propuesto que 

según la longitud y los residuos que intervienen en la formación de las 

cadenas de ubicuitinas, la ubicuitinación desempeña diferentes funciones. 

Por ejemplo, la monoubicuitinación está relacionada con endocitosis (Hicke, 

2001), mientras que se requiere un mínimo de 4 unidades de ubicuitina 

unidas entre sí a través de la lisina 48 para la degradación proteasomal 

(Pickart, 2000). En el caso de AIB1, la monoubicuitinación en los residuos 

K723 y K786 promueve la interacción dependiente de ligando con ERα y la 

activación transcripcional mediada por este receptor (Wu et al., 2007). La 

ubicuitinación en K1194 podría promover de manera similar la activación 

transcripcional por un mecanismo aún desconocido. 

El proceso de la degradación proteica es necesario para la 

supervivencia celular. El recambio de proteínas asegura la eliminación de 

proteínas dañadas y le permite a la célula disponer, en el momento 

adecuado, de una concentración propicia de determinadas proteínas para 

llevar a cabo diversas funciones. En las células eucariotas existen 

numerosos sistemas de degradación, siendo los más importantes los 

lisosomas, el sistema ubicuitina-proteasoma y las enzimas llamadas 

calpaínas.  
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La degradación de AIB1 por el sistema ubicuitina-proteasoma ha 

sido demostrada en este trabajo y anteriormente (Lonard et al., 2000; Yan 

et al., 2003). Se conocen diversas E3 que marcan a AIB1 con ubicuitina 

para, posteriormente, ser reconocida y degradada por el proteasoma (Kajiro 

et al., 2009; Mani et al., 2006; Wu et al., 2007) y, seguramente, algunas 

más se identificarán en un futuro. Sin embargo, AIB1 también puede 

degradarse por el proteasoma REGγ-20S sin necesidad de ser marcada 

con ubicuitina (Li et al., 2007b). La degradación proteasomal tanto por 

procesos dependientes de poliubicuitinación como por procesos 

independientes de ubicuitina también ha sido descrita para otras proteínas, 

como p53 y p73 (Asher et al., 2005). La proteína p53 además es sustrato 

de calpaínas (Pariat et al., 1997). Parece, por tanto, que la degradación de 

una proteína no depende exclusivamente de un sistema de proteólisis, 

pudiendo existir diferentes vías según diversas condiciones. En el caso de 

AIB1, los ensayos con el triple mutante K723R/K786R/K1194R apuntan a 

algo similar. Al tener los tres sitios de ubicuitinación mutados se espera que 

este coactivador no sea degradado por el proteasoma. Los ensayos con 

luciferasa sugieren que realmente este fragmento podría ser más estable, 

debido a la potente actividad transcripcional exhibida con respecto a la 

proteína silvestre y el resto de mutaciones individuales. Sin embargo, el 

tratamiento con el inhibidor MG132 sigue produciendo un aumento de los 

niveles de este mutante, indicando que podría estar siendo ubicuitinado en 

otros sitios consenso no canónicos y degradado por el sistema ubicuitina-

proteasoma, o bien estar siendo degradado por el proteasoma REGγ de 

manera independiente de ubicuitina. Resultados preliminares de 

coinmunoprecipitación con HA-ubicuitina realizados con este mutante en 

nuestro laboratorio no muestran señal en el “western blot” para Gal4(DBD), 

sugiriendo que posiblemente este fragmento no se esté ubicuitinando en 

otras posiciones. Por tanto, el aumento provocado por el inhibidor MG132 

en los niveles de este mutante podría ser atribuido a la degradación por el 
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proteasoma REGγ. No obstante, ha sido descrito que el aldehído peptídico 

MG132 puede inhibir las actividades de las enzimas calpaínas, proteasas 

citosólicas, y de las catepsinas, proteasas lisosomales (Ito et al., 2009; 

Tsubuki et al., 1996). En el caso de las catepsinas, se ha observado que el 

MG132 puede inhibir las isoformas B y L con una IC50 o concentración 

requerida para un 50% de inhibición de 88 nM y 163 nM respectivamente 

(Ito et al., 2009). Puesto que en los ensayos realizados hemos utilizado una 

concentración bastante superior (20 μM), sería razonable pensar que estas 

proteasas estarían siendo inhibidas en nuestras condiciones, con lo que no 

se descartaría que parte de la degradación de AIB1 se realizara a través de 

este mecanismo. Por el contrario, la concentración necesaria para inhibir 

las calpaínas intracelulares en eritrocitos de conejo es de 100 μM (Tsubuki 

et al., 1996). Es, por tanto, poco probable que AIB1 se degrade a partir de 

estas enzimas, aunque no podemos descartar diferencias entre líneas 

celulares. Sería pues interesante utilizar inhibidores específicos para estas 

proteasas y determinar si AIB1 pudiera ser degradado por mecanismos 

alternativos a la vía proteasomal. 

La degradación por proteasas lisosómicas es posible debido al bajo 

pH que existe en estos orgánulos. Un inhibidor de la acidificación 

endosomal/lisosomal, como es la cloroquina, impediría la degradación a 

través de lisosomas. Nuestros resultados iniciales muestran que AIB1 se 

estaría degradando también en estos orgánulos. Se abren así nuevas 

líneas de investigación para el entendimiento de la degradación de AIB1. 

Sería interesante determinar la contribución relativa de la degradación de 

AIB1 por los diferentes sistemas proteolíticos y estudiar posibles 

alteraciones en cada una de las vías que pudieran estar contribuyendo al 

aumento de los niveles de esta molécula oncogénica y al cáncer.       

  

 



                                                                                               DISCUSIÓN 

 174

2. ESTUDIO DE LA MODIFICACIÓN POSTRADUCCIONAL DE 
AIB1 EN MITOSIS 
 
 AIB1 es una fosfoproteína que integra numerosas vías de 

señalización. La función y la concentración subcelular de AIB1 están 

reguladas por quinasas y fosfatasas. Hasta la fecha se han identificado 11 

sitios de fosforilación en las posiciones T24, S101, S102, S505, S509, S543, 

S601, S857, S860, S867 e Y1357 (T, treonina; S, serina; Y, tirosina) que 

son diana de diversas quinasas, como MAPKs, IKK, glucógeno sintasa 

quinasa (GSK3), caseína quinasa 1δ (CK1δ), PKCζ y c-Abl (Amazit et al., 

2007; Font de Mora and Brown, 2000; Giamas et al., 2009; Gianni et al., 

2006; Oh et al., 2008; Wu et al., 2007; Wu et al., 2002; Wu et al., 2004; Yi et 

al., 2008). La fosforilación/desfosforilación de AIB1 tiene múltiples 

consecuencias. En ocasiones, la fosforilación es necesaria para activar la 

función coactivadora de AIB1, mediando interacciones entre esta molécula 

con factores de transcripción o con CBP/p300 (Amazit et al., 2007; Font de 

Mora and Brown, 2000; Oh et al., 2008; Wu et al., 2002; Wu et al., 2004). 

La fosforilación también puede regular la concentración de este coactivador, 

promoviendo su degradación proteasomal (Gianni et al., 2006; Wu et al., 

2007) o, por el contrario, estabilizando sus niveles (Giamas et al., 2009; Yi 

et al., 2008). En cuanto a las fosfatasas, la desfosforilación de AIB1 por la 

fosfatasa piridoxal (PDXP) y por la proteína fosfatasa 2A (PP2A) provoca la 

inhibición de la interacción con el ERα y la reducción de su actividad como 

coactivador (Li et al., 2008a). La proteína fosfatasa PP1 desfosforila las 

serinas fosforiladas S101 y S102, resultando en una disminución de la 

actividad transcripcional de AIB1 y en un aumento de su estabilidad (Li et 

al., 2008a). 

 En este trabajo hemos identificado un nuevo sitio de fosforilación en 

la posición S728 de la secuencia de AIB1. Esta serina es fosforilada 



                                                                                               DISCUSIÓN 

 175

específicamente en mitosis por el complejo Cdk1-ciclina B y, aunque 

todavía no hemos definido claramente su función, pensamos que estaría 

relacionada con la inhibición de la actividad de AIB1 como coactivador 

transcripcional. 

   

2.1. Una nueva forma mitótica de AIB1 
 El análisis de la expresión de AIB1 a lo largo del ciclo celular 

mediante “western blot” revela que los niveles de este coactivador 

aumentan durante la transición de G1 a S. Este hecho apoyaría los 

resultados publicados previamente en los que se observa un mayor 

reclutamiento de E2F1 y AIB1 al promotor de este coactivador a medida 

que las células entran en fase S (Louie et al., 2006). Durante la mitosis, los 

niveles de AIB1 no parecen disminuir, confirmando que AIB1 no se estaría 

degradando en esta fase del ciclo celular. Sin embargo, durante el bloqueo 

mitótico inducido por el nocodazol aparece una banda de menor migración 

electroforética, sugiriendo que algún tipo de modificación está ocurriendo 

sobre AIB1 en la fase de mitosis. Esta modificación postraduccional no se 

debe a un efecto secundario del nocodazol, ya que el enriquecimiento de 

células mitóticas por el clásico método de la agitación de cultivos celulares 

asincrónicos en ausencia de inhibidor también exhibe la banda de menor 

migración. Hemos analizado la posibilidad de que el cambio de movilidad 

electroforética dependa de ubicuitinación o fosforilación mediante diversas 

aproximaciones. 

 El tratamiento de lisados mitóticos con la enzima desubicuitinasa 

USP2 indica que la banda de menor movilidad no es debida a 

ubicuitinación. Las enzimas desubicuitinasas son capaces de revertir la 

ubicuitinación y se piensa que intervienen en el reciclaje de las ubicuitinas, 

en la estabilización de proteínas y en la promoción de funciones de la 

ubicuitinación distintas a la proteólisis (Kaiser and Huang, 2005). En 

humanos existen 79 tipos de enzimas desubicuitinasas que se pueden 
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agrupar en 5 familias, entre las que se encuentra la familia de proteasas 

específicas de ubicuitinas o USP. Se sabe que las enzimas 

desubicuitinasas muestran especificidad de sustrato y, en concreto, de 

tipología de cadena de ubicuitinas (Komander et al., 2009). Podría ocurrir 

que USP2 no estuviera reconociendo la ubicuitinación de AIB1. Sin 

embargo, los ensayos con inmunoprecipitados de AIB1 en mitosis y 

posterior identificación de ubicuitinación por “western blot”, así como la 

identificación de proteínas ubicuitinadas de células HeLa 6xHis-ubicuitina 

bloqueadas en mitosis con nocodazol confirman la ausencia de 

ubicuitinación en la banda de menor migración electroforética. 

 Estudios in vitro con fosfatasa lambda en lisados mitóticos 

demuestran que la modificación de AIB1 en mitosis es debida a 

fosforilación. Cuestiones acerca de la quinasa responsable de esta 

modificación, el compartamiento celular dónde se encuentra la forma 

fosforilada de AIB1, el residuo o residuos fosforilados y la posible función 

de esta modificación serán discutidas a continuación.  

 

2.2. AIB1 se fosforila en Mitosis por el complejo Cdk1-ciclina 
B 
 La progresión en el ciclo celular requiere la activación espacio-

temporal de una serie de quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) que se 

unen a sus correspondientes ciclinas para fosforilar y regular numerosos 

sustratos. La entrada en mitosis está regulada por la actividad del complejo 

quinasa Cdk1-ciclina B, cuya actividad oscila a lo largo del ciclo celular. La 

regulación de este complejo en el tiempo se produce por acción coordinada 

de activadores y represores. Durante la interfase y una vez la ciclina B ha 

empezado a sintetizarse, los complejos Cdk1-ciclina B formados se 

mantienen inactivos gracias a la fosforilación de la treonina 14 y la tirosina 

15 de Cdk1. En la transición G2/M la actividad de la fosfatasa de 

especificidad dual Cdc25 conduce a la desfosforilación de estos residuos, 
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primero en los centrosomas y después en el núcleo, resultando en la 

activación del complejo Cdk1-ciclina B y en la entrada en mitosis (Perry and 

Kornbluth, 2007). 

 Debido a que el complejo Cdk1-ciclina B es el regulador clave de la 

mitosis y que AIB1 posee en su secuencia un motivo consenso de 

fosforilación por Cdks [(S/T)PX(R/K)], pensamos que la fosforilación 

específica de mitosis de AIB1 podría estar catalizada por este complejo. 

Varias evidencias han apoyado esta hipótesis. La primera es que la 

fosforilación de AIB1 en ensayos in vivo es sensible al inhibidor de Cdks 

purvalanol A. Varias quinasas dependientes de ciclina, incluyendo Cdk1-

ciclina B y Cdk2-ciclinas A o E, son sensibles al purvalanol A. Sin embargo, 

la principal diana del purvalanol A en células mitóticas bloqueadas con 

nocodazol es Cdk1-ciclina B, ya que Cdk2-ciclina E y Cdk2-ciclina A sólo 

están activas durante la transición G1/S o en la fase S respectivamente. 

Otra evidencia es que AIB1 coinmunoprecipita con Cdk1. Finalmente, el 

complejo recombinante Cdk1-ciclina B1 es capaz de fosforilar in vitro a 

AIB1 purificado de células de Sf9 previamente infectadas con baculovirus, y 

también a la proteína de fusión a GST que contiene el fragmento de AIB1 

comprendido entre los aminoácidos 693-933. Por tanto, parece que la 

fosforilación de AIB1 podría ser atribuida a Cdk1, aunque no se descarta la 

contribución de otras quinasas no contempladas en el estudio.    

 

2.3. AIB1 se desfosforila a la salida de mitosis 
 La fosforilación es uno de los mecanismos más importantes que 

controlan los eventos asociados con el inicio y la progresión en mitosis, 

como la condensación de los cromosomas, la rotura de la membrana 

nuclear, el desensamblaje de la lamina, el ensamblaje y la elongación del 

huso mitótico, etcétera. Estos cambios son atribuidos, en su mayoría, al 

factor promotor de la mitosis (MPF), también conocido como Cdc2 o Cdk1 

(Nigg, 2001). La entrada en la anafase y la salida de mitosis requiere la 
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inactivación de Cdk1 y otros reguladores mitóticos (Sullivan and Morgan, 

2007). La inactivación se produce principalmente por degradación 

depediente de proteasoma de las proteínas marcadas con ubicuitina por el 

complejo promotor de la anafase (APC) (Vodermaier, 2004). Además de la 

proteólisis, la mayoría de las fosforilaciones mitóticas son revertidas a la 

salida de mitosis. Nuestros resultados revelan que la degradación no es el 

caso para AIB1, ya que esta molécula permanece detectable y es 

desfosforilada progresivamente a medida que las células entran en fase G1. 

Esta observación apoya de nuevo que APC no es la E3 de AIB1 y que este 

coactivador no es degradado durante la progresión en mitosis.  

Los mecanismos que conducen a la desfosforilación de las 

fosfoproteínas mitóticas no están bien establecidos. En levadura, la 

desfosforilación a la salida de mitosis es catalizada por la fosfatasa Cdc14 

(Amon, 2008), sin embargo, los homólogos en vertebrados parecen tener 

una función diferente. En células humanas ha sido descrito el requerimiento 

de fosfatasas sensibles a ácido okadaico para desfosforilar los sustratos de 

Cdk1 (Skoufias et al., 2007), mientras que la calcineurina es necesaria para 

que los ovocitos de Xenopus salgan del bloqueo en la metafase de la 

segunda meiosis tras la fertilización (Mochida and Hunt, 2007). Nosotros 

hemos comprobado que la desfosforilación de AIB1 a medida que las 

células entran en G1 es sensible a ácido okadaico y a caliculina A (ambos 

inhibidores específicos de las proteína fosfatasas PP1 y PP2A), pero no a 

la ciclosporina A, que inhibe la calcineurina o proteína fosfatasa 2B (PP2B). 

El hecho de que la desfosforilación de AIB1 sea sensible a una 

concentración de ácido okadaico superior a 0,1 μM es consistente con la 

desfosforilación por PP1, ya que esta concentración es suficiente para 

inhibir PP2A, pero no a PP1 (Favre et al., 1997). En este mismo trabajo se 

describe que en células MCF-7 la tautomicina afecta a PP1 y el ácido 

okadaico inhibe selectivamente a PP2A. Esta observación podría explicar la 

menor sensibilidad a 0,5 μM de ácido okadaico en células MCF-7 (Fig. 41A).  
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Por otra parte, la desfosforilación de AIB1 a la salida de mitosis 

correlaciona con la degradación de la ciclina B1 y con la desaparición de la 

fosforilación inhibitoria de la proteína fosfatasa 1 (PP1). La actividad de PP1 

es inhibida por la fosforilación en la treonina 320 mediada por Cdk1 (Kwon 

et al., 1997). Esta fosforilación llega a su máximo nivel en metafase y 

vuelve a niveles basales en telofase. Se especula si tanto la inhibición de 

PP1 como la activación de Cdk1 contribuyen conjuntamente en el 

mantenimiento de los altos niveles de fosforilación de proteínas necesarios 

para la correcta progresión en mitosis. Cuando la ciclina B es destruida, la 

caída en la actividad de Cdk1 permite la desfosforilación y activación de 

PP1, coincidiendo con la desfosforilación de AIB1. Estos resultados indican 

que PP1 podría mediar la desfosforilación de AIB1 a la salida de mitosis.     

Se ha descrito que el uso de inhibidores de Cdks en células 

mitóticas bloqueadas con nocodazol induce la degradación de la ciclina B y 

otros aspectos típicos de la salida de mitosis como la formación de la 

membrana nuclear, pero impide la segregación de las cromátidas, 

resultando en una acumulación de la cromatina en la parte central de la 

célula (Lu et al., 1996; Potapova et al., 2006). En estas condiciones, si se 

inhibe la proteólisis o la actividad de las fosfatasas se mantiene el estado 

mitótico, indicando que para la salida de mitosis no sólo es necesaria la 

degradación de la ciclina B sino también la desfosforilación de sustratos 

tras la inactivación de Cdk1 (Skoufias et al., 2007). También hemos 

realizado este tipo de ensayos para estudiar la desfosforilación de AIB1. La 

desfosforilación de este coactivador es sensible a caliculina A, pero no a 

ácido okadaico. Este resultado es consistente con la sensibilidad de la 

desfosforilación de AIB1 a inhibidores de fosfatasas y vuelve a indicar que 

el proceso sería mediado por PP1 más que por PP2A. No sabemos porqué 

los niveles y la migración electroforética de AIB1 son menores en el 

tratamiento con caliculina A (Fig. 41D). Barajamos la posibilidad de que 
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estos efectos sean debidos a una mayor fosforilación de AIB1 a través de 

quinasas reguladas por PP1 o PP2A. 

PP1 es una holoenzima compuesta por varias subunidades que 

pertenece a la familia de serina/treonina fosfatasas. La subunidad catalítica 

PP1c puede unirse a un amplio espectro de subunidades que regulan la 

localización y la actividad de esta enzima. Existen 3 isoformas para PP1: 

PP1α, PP1δ/β y PP1γ. A pesar de compartir un 90% de identidad de 

secuencia, estas isoformas muestran diferentes localizaciones a lo largo del 

ciclo celular y, por tanto, diferentes especificidades (Andreassen et al., 

1998). Los resultados in vitro con la subunidad catalítica recombinante de la 

isoforma α de PP1 muestran que la fosforilación de AIB1 no es revertida y 

sugieren que esta isoforma no regula la desfosforilación de AIB1. Por tanto, 

la desfosforilación de AIB1 a la salida de mitosis podría estar mediada por 

otras isoformas de PP1, o incluso por otra u otras fosfatasas que no hemos 

contemplado en este estudio. No excluimos la posibilidad de que AIB1 se 

fosforile en varios residuos y que PP1cα no sea capaz de desfosforilar a 

este coactivador in vitro, porque la desfosforilación previa de otros residuos 

por otra u otras fosfatasas sea requerida en primer lugar. 

 

2.4. ¿Qué residuo o residuos de AIB1 se fosforilan en mitosis? 
 El análisis de la secuencia de AIB1 muestra un sitio consenso de 

fosforilación por Cdks en la posición S728. Sin embargo, el mutante a 

alanina de esta serina sigue exhibiendo la banda de menor migración 

electroforética de AIB1. Este resultado sugiere que la fosforilación de AIB1 

en mitosis es independiente de la serina 728, o que existen otros sitios de 

fosforilación que podrían estar compensando el efecto. Los ensayos de 

fosforilación in vitro con el complejo Cdk1-ciclina B1 revelan que 

únicamente la proteína de fusión a GST que comprende los aminoácidos 

673-933 de AIB1 es fosforilada por este complejo. Casualmente, este 

fragmento contiene la serina 728 y parece que esta posición corresponde a 



                                                                                               DISCUSIÓN 

 181

un sitio de fosforilación por Cdk1, como demuestran los ensayos de 

fosforilación in vitro con la proteína de GST-AIB1 693-933 S728A.  

 La emergente espectrometría de masas como herramienta para el 

análisis biológico y la mejora de técnicas para enriquecer y detectar 

fosfopéptidos hacen posible la identificación de múltiples sitios fosforilados 

en muestras individuales (Olsen et al., 2006). Nosotros hemos intentado 

identificar los sitios de fosforilación de AIB1 en mitosis mediante 

espectrometría de masas, pero sólo hemos podido identificar a AIB1 en una 

de las bandas teñidas con Pro-Q Diamond (tinción específica de 

fosfoproteínas) de un gel SDS-PAGE. Estos resultados apoyan que AIB1 

está fosforilado en mitosis, pero no ofrecen nuevas pistas sobre los sitios 

de fosforilación. Además, tampoco se han obtenido resultados satisfactorios 

con el fragmento GST-AIB1 693-933 previamente fosforilado in vitro con el 

complejo Cdk1-ciclina B1, posiblemente debido a que el porcentaje de 

fosforilación es muy bajo y sólo detectable con ensayos muy sensibles 

como el de radiactividad. La identificación mediante espectrometría de 

masas y el programa “Protein Pilot Assay Biosystem” muestra que la serina 

767 y la treonina 770 podrían estar modificadas por fosforilación en este 

fragmento. El hecho de que ninguno de estos residuos esté seguido de 

prolina, requisito para la fosforilación por Cdks (Nigg, 1993), apunta a que 

posiblemente estos sitios no sean dianas reales de Cdk1. Una posible 

explicación es que estos residuos se hayan fosforilado en la bacteria donde 

han sido expresados los fragmentos. Aunque en un principio se pensaba 

que las fosforilaciones en proteínas procariotas se realizaban sobre 

histidinas, argininas o lisinas, ahora está bien establecida la fosforilación en 

serinas, treoninas y tirosinas, al igual que ocurre en eucariotas (Deutscher 

and Saier, 2005). 

 La fosforilación en la serina 728 ha sido demostrada anteriormente 

en un estudio de identificación masiva de sustratos fosforilados en mitosis 

mediante espectrometría de masas (Dephoure et al., 2008). Dephoure y 
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colaboradores han identificado miles de sustratos modificados por 

fosforilación procedentes de células bloqueadas en G1 y células 

bloqueadas en mitosis. Entre otros, se ha visto a AIB1 fosforilado en las 

serinas 214, 551, 728, 857, 867 y 1330. En nuestras condiciones, sólo 

hemos visto fosforilación in vitro por Cdk1-ciclina B1 en el fragmento 693-

933, que incluye las serinas 728, 857 y 867. La serina 857 es poco 

probable que se fosforile por Cdk, puesto que no va seguida de prolina. 

Recientemente, hemos mutado la posición S867, comprobando que 

también es diana de Cdk1-ciclina B1 (Fig. 47B). En cuanto a los restantes 

sitios de fosforilación (también seguidos de prolina) podría ocurrir que se 

estuvieran modificando por la acción de otras quinasas, o que no 

observáramos su fosforilación in vitro por Cdk1 por pérdida de estructura de 

los fragmentos y falta de orientación de los residuos diana.  

La fosforilación in vitro con el complejo Cdk1-ciclina A2 no muestra 

modificación en ninguno de los fragmentos. La ciclina A empieza a 

expresarse durante la fase S y se destruye durante la prometafase, 

mientras que los niveles de la ciclina B comienzan a aumentar durante la 

fase G2 y esta ciclina se destruye durante la metafase (Sullivan and 

Morgan, 2007). Nuestros resultados sugieren que AIB1 podría estar 

fosforilándose justo a la entrada de mitosis cuando el complejo Cdk1-ciclina 

B está activo.  

 El sitio consenso de fosforilación (S/T)PX(R/K) es aplicable a la 

gran mayoría de los sustratos de todas la Cdks. Las células deben haber 

inventado estrategias para conferir especificidad para los complejos Cdk-

ciclina durante su ventana de actuación en el ciclo celular. Ha sido 

establecido que el motivo RXL, también conocido como motivo Cy, es 

requerido para la asociación con los complejos Cdk-ciclina en diversos 

sustratos, como el inhibidor de Cdks p21 (Chen et al., 1996), la proteína 

reguladora de la replicación Cdc6 (Petersen et al., 1999) y la quinasa de 

Cdk1 Myt1 (Liu et al., 1999). El motivo Cy junto con el motivo consenso de 
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fosforilación corresponden, por tanto, a una secuencia bipartita de 

reconocimiento por los complejos Cdk-ciclina. Se ha demostrado que para 

la eficiente fosforilación, este motivo Cy debe estar distanciado entre 48-72 

Å (12-18 aminoácidos) del residuo fosforilable (Takeda et al., 2001). Sin 

embargo, la doble mutación a alanina AXA en el motivo Cy de AIB1 revela 

que este coactivador puede fosforilarse in vitro por el complejo Cdk1-ciclina 

B1 independientemente del motivo RXL. Aunque el uso de motivos Cy para 

dirigir proteínas a los complejos Cdk-ciclina está bien establecido, poco se 

conoce sobre la naturaleza de este motivo. Estudios mutacionales en el 

motivo Cy de p21 han demostrado que la secuencia RXL no es suficiente 

para ser motivo Cy, sino que más bien es necesario un cluster de residuos 

hidrofóbicos, cuyo contexto permite adoptar la conformación apropiada para 

interaccionar con la superficie hidrofóbica de la ciclina (Wohlschlegel et al., 

2001). Además, estos autores han observado que, según las mutaciones 

generadas en los residuos hidrofóbicos adyacentes a RXL, la afinidad por 

la ciclina A o la ciclina E cambia, sugiriendo que diferentes motivos Cy 

pueden asociarse con determinados complejos Cdk-ciclina y, por tanto, ser 

sujetos a fosforilación específica por estos complejos. El motivo Cy 

encontrado en la secuencia de AIB1 posee varios residuos hidrofóbicos 

adyacentes. Es posible que mutaciones en estos aminoácidos puedan 

inhibir la interacción de AIB1 con la ciclina B y la fosforilación por Cdk1-

ciclina B1.    

 
2.5. Función de la fosforilación de AIB1 en Mitosis 
 Las proteínas celulares se encuentran en un constante estado de 

flujo. Su actividad, localización subcelular, interacciones moleculares y 

estabilidad son modificadas continuamente en respuesta a señales 

externas, por ejemplo la estimulación por factores de crecimiento, o a 

señales internas, como daño en el DNA. La mayoría de estos procesos 
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están regulados por modificaciones postraduccionales, siendo la 

fosforilación/desfosforilación la modificación más común en las células. 

En las células eucariotas, la mitosis está asociada con una 

inhibición global de la transcripción. Experimentos llevados a cabo en los 

años 60, demostraron que la incorporación de los precursores de RNA 

cesaba al final de la profase y se reestablecía durante la telofase, cuando 

las células salían de mitosis (Prescott and Bender, 1962). Se han propuesto 

varios mecanismos para inhibir la transcripción, y estos incluyen un efecto 

directo de las quinasas mitóticas en la maquinaria de la transcripción y en la 

cromatina (Gottesfeld and Forbes, 1997). La condensación de la cromatina 

durante la mitosis limita la accesibilidad de los factores de transcripción y la 

RNA polimerasa II al DNA, siendo aceptada como uno de los eventos más 

importantes para silenciar la transcripción durante esta fase del ciclo celular 

(Christova and Oelgeschlager, 2002). Al inicio de la mitosis numerosos 

factores de transcripción son fosforilados y excluidos de los cromosomas 

condensados (Martinez-Balbas et al., 1995; Muchardt et al., 1996; Segil et 

al., 1991). Resulta interesante que AIB1 también se encuentra excluido de 

los cromosomas mitóticos. El fraccionamiento subcelular citosol/núcleo en 

células G2/M revela que la forma fosforilada de AIB1 se encuentra 

localizada en el citosol. No se descarta la posibilidad de que esta forma 

fosforilada proceda de células mitóticas que siguen adheridas a la placa de 

cultivo y que también están siendo fraccionadas. Todavía falta por 

demostrar si la fosforilación de AIB1 sirve para controlar el tiempo que 

permanece excluida de los cromosomas, o si esta modificación constituye 

una especie de reservorio, de manera que una vez la célula saliera de 

mitosis dispusiera de cantidad suficiente de coactivador para progresar de 

nuevo en el ciclo celular. Se conoce que las proteínas 14-3-3 regulan la 

localización subcelular de las proteínas con las que interaccionan, 

afectando procesos, como la división celular, la apoptosis y la señalización 

(Muslin and Xing, 2000). Un ejemplo lo constituye la proteína HMGN1, 
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perteneciente a la familia de proteínas de unión a nucleosomas, cuya 

fosforilación en mitosis promueve su unión a proteínas 14-3-3, impidiendo 

su localización nuclear durante la telofase (Prymakowska-Bosak et al., 

2002). Sería interesante examinar si la fosforilación de AIB1 también sirve 

para secuestrar a este coactivador durante la mitosis, evitando su función 

coactivadora de la transcripción.  

Está descrito que el complejo Cdk1-ciclina B1 puede activarse tanto 

en el citosol como en el núcleo (Jackman et al., 2003), pero no sabemos en 

que compartimento se fosforila AIB1 por este complejo. No obstante, 

postulamos la posibilidad de que AIB1 se estaría fosforilando en el núcleo, 

ya que se trata de una proteína mayoritariamente nuclear y porque en este 

compartimento el complejo Cdk1-ciclina B1 está completamente activo 

(Toyoshima-Morimoto et al., 2002). Nuestros resultados revelan que AIB1 

fosforilado se acumula en el citosol. Una explicación es que la fosforilación 

de AIB1 en el núcleo promoviera su rápida translocación al citosol antes de 

la ruptura de la membrana nuclear para quedar así excluido de la cromatina. 

La fosforilación en la serina 728 representa un sitio importante de 

fosforilación por Cdk1-ciclina B1. Sin embargo, el mutante AU5-AIB1 S728E 

se localiza en el núcleo, al igual que la proteína silvestre y el mutante 

S728A, indicando que la fosforilación de AIB1 en mitosis no estaría 

mediando el transporte al citosol. Alternativamente, podría ocurrir que otros 

posibles sitios fosforilados estuvieran enmascarando el efecto. El transporte 

núcleo/citosol es un proceso que depende del reconocimiento, por parte de 

la maquinaria de importación y exportación nuclear, de secuencias de 

localización nuclear (NLS) y secuencias de exportación nuclear (NES) 

presentes en las moléculas cargo (Weis, 2003). La 

fosforilación/desfosforilación puede regular el acceso de las exportinas o 

importinas a estas secuencias NES y NLS (Whitmarsh and Davis, 2000). 

AIB1 contiene 4 secuencias NES potenciales en las posiciones 55, 869, 

954 y 1069 (NES Finder 0.2: http://research.nki.nl/fornerodlab/NES-
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Finder.htm) del mismo tipo que las que posee la proteína Rev del VIH, 

donde se identificaron originalmente (Fischer et al., 1995). Una de estas 

secuencias NES se encuentra cerca de las serinas 857 y 867, dos de los 

sitios de fosforilación de AIB1 identificados en mitosis [(Dephoure et al., 

2008) y Fig. 47B]. Podría ocurrir que la fosforilación en estos residuos 

permitiera el reconocimiento de esta secuencia NES y la translocación de 

AIB1 al citosol.  

Por último, otra de las posibles funciones de la fosforilación haría 

referencia a la regulación de la función de AIB1 como coactivador. La 

fosforilación puede regular la interacción entre factores de transcripción y 

coactivadores o correpresores, así como la actividad de estas moléculas. 

Mientras que el mutante S728A no afecta la actividad transcripcional 

intrínseca de AIB1 en ensayos luciferasa, la coactivación de ERα aumenta 

significativamente con respecto a la proteína no mutada. Cabe destacar 

que la serina 728 está localizada entre dos motivos LXXLL o cajas de 

interacción con receptores nucleares (L685 y L738). La fosforilación en esta 

posición podría impedir la interacción con ERα, bloqueando su coactivación. 

Además, el hecho que el potencial motivo Cy de AIB1 corresponda con un 

motivo LXXLL (LRYLL) podría reflejar posible competitividad en la unión de 

receptores nucleares o del complejo Cdk1-ciclina B a AIB1 durante la fase 

de mitosis. Debido a que las mutaciones a ácido glutámico o aspártico son 

capaces de mimetizar la fosforilación, ensayos con el mutante S728E 

serían de especial interés a la hora de estudiar la función coactivadora de 

AIB1.    

 

 

A modo de resumen, nuestros resultados sugieren que el potencial 

oncogénico de AIB1 está probablemente regulado por varias vías que 

modulan su localización subcelular y, por tanto, su susceptibilidad a la 

degradación proteasomal. Identificar mutaciones en la secuencia de AIB1 
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que insensibilicen su degradación sería un trabajo interesante. Múltiples 

estudios han demostrado que la sobreexpresión de AIB1 proporciona una 

ventaja en el crecimiento de las células en cáncer. Ciertas señales 

genéticas y/o ambientales son requeridas para desencadenar la 

sobreexpresión de AIB1. Uno de los mecanismos implicados en esta 

sobreexpresión hace referencia a su amplificación génica, sin embargo, 

ésta sólo se ha observado en un 10% de los tumores que sobreexpresan 

AIB1. Por tanto, otros mecanismos deben modular los niveles de AIB1. En 

este estudio hemos visto que la distribución subcelular, la actividad del 

receptor de estrógenos, la secuencia PEST y la vía de señalización 

PI3K/AKT pueden regular los niveles de AIB1. Cuando elevados niveles de 

AIB1 coinciden con otras anomalías moleculares que promueven su 

actividad y/o estabilidad, este coactivador puede funcionar como un potente 

oncogén, promoviendo la proliferación celular y el desarrollo tumoral.  

Por otra parte, hemos identificado una nueva fosforilación de AIB1 

específica de mitosis. Cdk1-ciclina B1 fosforila a AIB1 en las serinas 728 y 

867, y estas fosforilaciones probablemente son revertidas durante la 

progresión a G1 por alguna fosfatasa sensible a ácido okadaico y a 

caliculina A. La fosforilación mitótica de AIB1 parece no mediar su 

proteólisis, sino más bien modifica la localización subcelular y la actividad 

coactivadora de esta molécula (Fig. 53).   

 

 

Los datos presentados en este trabajo representan un punto de 

apoyo para la comprensión de aspectos relacionados con los niveles y 

actividad del oncogén AIB1. No obstante, es necesaria más investigación 

en este campo para determinar los mecanismos exactos por los que AIB1 

promueve tumorigénesis y para poder establecer a este coactivador como 

marcador tumoral y como diana terapéutica en la lucha contra el cáncer. 
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Figura 53: Modelo propuesto para la fosforilación mitótica de AIB1. 
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CONCLUSIONES 
 

ESTUDIO DE LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA 
REGULACIÓN DE LA ESTABILIDAD DE AIB1 
 

1. La distribución subcelular de AIB1 determina su vida media y varía 

dependiendo del tipo celular. La localización nuclear de AIB1 se 

correlaciona con una menor estabilidad. La actividad del receptor de 

estrógenos también influye en la estabilidad de AIB1, afectando su 

localización subcelular. 

2. AIB1 se degrada en el núcleo por el sistema ubicuitina-proteasoma. 

3. AIB1 no se degrada durante mitosis y APC, probablemente no es su 

ubicuitina ligasa. 

4. La vía PI3K/AKT es más activa en células MCF-7 que en HeLa, y 

los mayores niveles de AKT activo en condiciones restrictivas son 

suficientes para estabilizar a AIB1 en esta línea celular. 

5. La señalización por PI3K/AKT estabiliza a AIB1 

independientemente de GSK3. La estabilización requiere la 

presencia de la región central de AIB1. 

6. AIB1 tiene en su región central un dominio PEST que le confiere 

inestabilidad. 

7. Dos dominios en la secuencia de AIB1 son requeridos 

simultáneamente para su máxima sensibilidad transcripcional a 

inhibidores del proteasoma. 

8. Además del sistema ubicuitina-proteasoma, la vía lisosomal 

también está implicada en la degradación de AIB1. 
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ESTUDIO DE LA MODIFICACIÓN POSTRADUCCIONAL DE 
AIB1 EN MITOSIS 
 

1. AIB1 se fosforila a la entrada de mitosis por el complejo Cdk1-

ciclina B, pero no por el complejo Cdk1-ciclina A. 

2. AIB1 se desfosforila a medida que las células entran en G1 por una 

fosfatasa sensible a ácido okadaico y caliculina A. 

3. El complejo Cdk1-ciclina B1 fosforila in vitro a AIB1 en las serinas 

728 y 867. 

4. La fosforilación en mitosis de AIB1 por Cdk es independiente del 

sitio de reconocimiento de ciclina o motivo Cy. 

5. AIB1 está excluido de los cromosomas condensados de células 

mitóticas, y su forma fosforilada se localiza en el citosol de células 

bloqueadas en G2/M. 

6. La fosforilación en mitosis no sirve para degradar a AIB1, sino más 

bien afecta su función coactivadora. 
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ABREVIATURAS 
 

AEBSF: 4-(2-aminoetil) bencenosulfonil fluoruro 
AIB1: del inglés “Amplified in Breast Cancer 1” 
ATP: adenosina trifosfato 
Å: angstrom 
BSA: seroalbúmina bovina 
BrdU: 5’-bromo-2’-deoxiuridina 
C: citosol 
cDNA: ácido desoxirribonucleico complementario 
ºC: grado centígrado 
CHX: cicloheximida 
cm: centímetro 
conc.: concentración 
DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol 
DMEM: del inglés “Dulbecco´s modified Eagle´s Medium” 
DMSO: dimetilsulfóxido 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
DTT: ditiotreitol 
E1, E2 y E3: enzima activadora de ubicuitina, enzima conjugadora de 
ubicuitina y enzima ligasa de ubicuitinas 
E2: 17-β-estradiol 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 
EGTA: ácido etilenglicol-bis(2-aminoetil) 
ER: receptor de estrógenos 
FBS: suero bovino fetal 
FBW: del inglés “Far Western Blot” 
g: gramo 
Gal4-DBD: dominio de unión a DNA de Gal4 
GST: Glutatión-S-Transferasa 
h: hora 
HA: hemaglutinina 
HPLC: cromatografía líquida de alta presión 
Ig: inmunoglobulina 
IP: inmunoprecipitación 
IPTG: isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
KDa: kilodalton  
L: litro 
LB: medio Luria Bertani 
LMB: leptomicina B 
M: molar 
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mA: miliamperio 
mg: miligramo 
min: minuto 
ml: mililitro 
mM: milimolar 
mRNA: RNA mensajero 
N: núcleo 
ng: nanogramo 
nM: nanomolar 
OA: ácido okadaico 
OHT: 4-hidroxi-tamoxifeno 
PBS: tampón fosfato salino 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
Rb: proteína del retinoblastoma 
RNA: ácido ribonucleico 
rpm: revoluciones por minuto 
RT-PCR: reacción retrotranscriptasa seguida de PCR 
s: segundo 
SDS: dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS 
SE: error estándar 
SERM: modulador selectivo del receptor de estrógenos 
TCA: ácido tricloroacético 
TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina 
t1/2: tiempo vida media 
ub: ubicuitina 
V: voltio 
v/v: relación volumen/volumen 
p/v: relación peso/volumen 
x g: veces la fuerza de la gravedad 
μCi: microcurio 
μg: microgramo 
μl: microlitro 
μM: micromolar 
μm: micra 
 
 
Abreviaturas de aminoácidos 
 
A        Ala alanina 
D Asp ácido aspártico 
F   Phe fenilalanina 
H        His histidina 
K        Lys lisina 
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M Met metionina 
P Pro prolina 
R Arg arginina 
T   Thr treonina 
W Trp triptófano 
C Cys cisteína 
E Glu ácido glutámico 
G Gly glicina 
I Ile isoleucina 
L Leu      leucina 
N      Asn      asparagina 
Q      Gln glutamina 
S Ser      serina 
V Val valina 
Y Tyr tirosina 
X cualquier aminoácido 
Ø aminoácido hidrofóbico 
                          
 
Abreviaturas de bases nitrogenadas 
 
A adenina 
U uracilo 
T timidina 
C citosina 
G guanina 
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