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1. Etiologia del cancer

El cancer o neoplasia maligna es una enfermedad celular con
implicaciones genéticas y epigenéticas causantes de una deficiente
respuesta fisiolégica que viene acompafada de la falta de control en la
proliferacion y en la muerte celular programada o apoptosis. Adicionalmente,
la evolucidon desfavorable de la célula cancerosa suele coincidir con una
regresion de la diferenciacion celular y un empeoramiento del prondstico.

Con aproximadamente 3.2 millones de casos incidentes y 1.7
millones de muertes estimados para el pasado afio 2006 (Ferlay et al.,
2007), el cancer representa uno de los problemas sanitarios mas
importante en Europa. Mama, colon y pulmén son 3 de los canceres mas
comunes en la poblacion, llegando casi a representar el 40% del total de
los casos de cancer diagnosticados (Ferlay et al., 2007).

La estrategia actual en la lucha contra el cancer consiste en
erradicar la enfermedad después de su deteccién. Sin embargo, la
estrategia ideal es la prevencion. Para lograr esta prevencién es necesario
conocer los agentes desencadenantes del cancer, ya sean éstos externos o
inherentes al individuo.

Se desconocen con exactitud los factores que van a determinar la
aparicion de un cancer, pero diversos estudios han permitido identificar una
serie de factores que, en mayor o menor medida, incrementan el riesgo de
padecer esta patologia. En la tabla 1 se citan algunos de los factores de
riesgo conocidos para canceres especificos.

El riesgo de sufrir cancer es determinado por una combinacion de
factores ambientales y predisposicion genética. La etiologia del cancer
tiene un origen multifactorial en el cual diversos elementos impactan en la
iniciacion y progresion de esta patologia con distintos grados de relevancia.

Un factor importante que predispone a padecer cancer es la
genética. La historia genética es una parte esencial de cada paciente y su

conocimiento puede ayudar a la deteccion temprana del cancer en
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INTRODUCCION

individuos de alto riesgo. El estudio de canceres familiares ha permitido el
descubrimiento de mutaciones especificas en genes que aumentan la
posibilidad de desarrollar cancer en los familiares que las heredan. Muchos
de estos genes son supresores de tumores que estan asociados con
frecuencia a tejidos especificos, como por ejemplo BRCA1 y BRCA2 en
mama y ovario (Radice, 2002) y APC en colon (Fodde, 2002).

Tabla 1: Factores de riesgo en canceres especificos.

Cancer Factores de riesgo

Mama Edad superior a 40 afios; menarquia temprana; primer parto a edad
avanzada; nuliparidad; historia familiar de cancer de mama y/u ovario

Colorrectal Edad superior a 50 afios; poliposis familiar; colitis ulcerosa y enfermedad
de Crohn; dieta rica en grasa y pobre en fibra
Pulmon Tabaquismo; exposicién a asbesto, arsénico, uranio, berilio y niquel
Cérvix Exposicién al virus del papiloma humano
Piel Individuos de piel clara con tendencia a quemaduras solares
Higado Virus hepatitis B; exposicion a acido tanico
Tiroides Terapia con rayos X en el cuello
Vejiga Exposiciéon a anilina; exposicion al parasito Schistosoma haematobium;
tabaquismo
Leucemia Exposicion a benceno; radiacion ionizante

La contribucién de los factores ambientales es mas dificil de
determinar. Estudios epidemioldgicos y datos experimentales demuestran
que el estilo de vida y los agentes ambientales son los principales
causantes del cancer en humanos. La evaluacién del impacto de los
carcinébgenos ambientales es bastante complicada, ya que éstos tienen
origenes muy variados, diferentes potencias y estan afectados por la
genética, el metabolismo y el estilo de vida de cada individuo. Algunos de
los factores ambientales que influyen en el desarrollo de un tumor son: la

dieta, el ejercicio (Pan and DesMeules, 2009), el tabaquismo, el estrés
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(Chida et al., 2008), infecciones virales (Ziegler and Buonaguro, 2009),
obesidad (Pischon et al., 2008), etcétera.

La hipotesis mas factible del origen del cancer es que una alteracion
genética inducida por agentes ambientales resulta en una ventaja
proliferativa frente al resto de células del entorno. El desarrollo de cancer
en humanos implica una compleja serie de eventos que normalmente
ocurren a lo largo de varias décadas. Durante este proceso, los genomas
adquieren alelos mutados de genes con caracter estimulador de la
proliferacion celular (proto-oncogenes) o supresor de la misma (genes
supresores de tumores) y otros genes que controlan directa o
indirectamente esta proliferacion.

La mayoria de las células cancerosas parecen compartir una serie
de caracteristicas comunes, incluyendo la capacidad de generar sus
propias sefales mitogénicas y escapar de la senescencia natural; la
habilidad para resistir a las sefiales que inhiben la proliferacién, evadiendo
la apoptosis; la capacidad de invadir el tejido adyacente; y en los canceres
mas avanzados, el aumento de vascularizacion y la metastasis. El gran
atributo que les confiere todas estas caracteristicas es la inestabilidad
cromosomica. La probabilidad de mutaciéon de una célula normal es tan
baja que seria casi imposible que se sumaran las mutaciones necesarias
para completar un proceso neoplasico a lo largo de la vida de un individuo.
Sin embargo, se puede adquirir mutabilidad o inestabilidad génica cuando
los genes y las proteinas que mantienen la integridad del genoma son
alterados.

Es muy dificil definir como los diferentes factores contribuyen en la
etiologia del cancer, pero lo que esta claro para la mayoria de los
investigadores es que todos ellos convergen en Ila inestabilidad
cromosomica. Esta inestabilidad acabara por alterar vias de transduccion
de la senal, provocando que las células no respondan de manera adecuada

a las sefales externas (Fig. 1). La progresion de un cancer es el resultado
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de modificaciones en las vias que regulan la expresiéon génica, el
metabolismo celular, la proliferacion y la supervivencia. Por tanto, es muy
importante entender estas vias de sefializacion y como se alteran en cancer
para poder localizar dianas farmacoldgicas clave y nuevas estrategias que

permitan una lucha mas eficaz contra esta enfermedad.

Etiologia del cancer

| Factores fisiologicos |

Hormonas Citoquinas Factores de crecimiento
Estrégenos TNF-a IGF-l, EGF, CSF-1, Otros
Progesterona \
Insulina ¥ J
Factores de ® .«
crecimiento @
.
Esteroides W\ cres 'SOS RAS\
Receptor tirosina  ‘RAF
p3g> dunasa ,V Factores
Factores v ERK> €= (MEK relacionados
genéticos AKT con otras
BRCA1 enfermedades
BSR3CA2 Obesidad
1 R .
APCH caprpaoo et o Virus, etc

ICXCXT 2 85
Genes diana

1)

Factores ambientales |

Ejercicio, Alcohol, Tabaco, Dieta, etc

Figura 1: Etiologia del cancer. Vias de transduccion de sefales. El cancer esta
influenciado por diversos factores que convergen en la inestabilidad cromosémica y
en la alteracion de las vias de sefializacion. Dos de las vias que con mas frecuencia
estan alteradas en cancer son: la via PI3K/AKT y la via RAS/MAPK.
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2. Senalizacién en cancer

La sefializacion es el proceso mediante el cual las células integran
la informacion tanto del medio externo como del interior celular y responden
de manera adecuada a los diferentes estimulos. Para este propésito existe
un complejo sistema de comunicacion intracelular en el que estan
implicadas moléculas de diversos tipos, tales como lipidos, iones, proteinas
adaptadoras, proteinas con actividad enzimatica (quinasas, fosfatasas,
proteinas G, hidrolasas, etc.) y factores de transcripcion. En ultimo término
se controlan procesos biolégicos, como el crecimiento, la proliferacion, la
diferenciacion, la migracion, la supervivencia y la homeostasis celular.

Los errores en el procesamiento de la informacién son responsables
de numerosas enfermedades, como el cancer. El correcto entendimiento de
cémo funciona esta sefalizacion en los procesos neoplasicos es clave para
poder tratar esta enfermedad eficazmente. Veamos a continuacién algunos

de los procesos principales implicados en cancer.

2.1. Estimulacion mitogénica: La proliferacion celular depende de
la existencia de factores de crecimiento, citoquinas y hormonas. La unién
de estos ligandos a sus receptores inicia una cascada de transduccion de
la sefial en la que se activan o inactivan diversas proteinas. Entre las vias
principales activadas por estos factores se encuentran la via de
supervivencia celular mediada por la fosfatidil-inositésido 3 quinasa
(PIBK)/AKT, la via de proliferacion celular controlada por las proteinas
quinasa activadas por mitdégenos (MAPK) ERK1,2 y la via inducida por
estrés mediada por las proteinas quinasas p38MAPK y c-Jun N-Terminal
(JNK).

A diferencia de las células normales, las células tumorales tienen
una menor dependencia de sefales de crecimiento y son capaces de
mantener algunas vias de sefalizacion constitutivamente activas. Este

estado celular se puede alcanzar a través de la sobreexpresion de factores
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de crecimiento o de sus receptores, como por ejemplo HERZ2/neu,
sobreexpresado en aproximadamente un 23% de carcinomas mamarios
(Press et al., 2005). Mutaciones activantes en el oncogén Ras son
frecuentes en tumores de pulmoén, pancreas y colon (Scharovsky et al.,
2000). Adicionalmente, durante la progresién tumoral se inactivan
reguladores negativos de las proteinas implicadas en las vias de

sefalizacion, como PTEN (Maehama, 2007).

2.2. Control del ciclo celular: El control del ciclo celular es un
proceso fundamental para la regulacion de la proliferacion. En cancer es
frecuente encontrar alteradas las proteinas que regulan este proceso.
Como ejemplos mas claros tenemos el caso de los supresores de tumores
p53 y la proteina del retinoblastoma (Rb), cuyas vias estan mutadas en un
gran numero de tumores (Sellers and Kaelin, 1997; Wallace-Brodeur and
Lowe, 1999).

2.3. Potencial replicativo ilimitado: El mantenimiento de los
telomeros, secuencias de DNA repetitivo que se encuentran en los
extremos de los cromosomas, es un proceso crucial en cancer. Debido al
proceso de replicacion del DNA, las células normales van perdiendo parte
de los teldbmeros tras cada ciclo celular. Cuando el acortamiento de los
teldbmeros alcanza un limite, la célula entra en senescencia replicativa. Sin
embargo, las células cancerosas han desarrollado mecanismos, como la
reactivacion de la telomerasa, para evitar el acortamiento de estas
secuencias de DNA y poder proliferar sin limites (Satyanarayana et al.,
2004).

2.4. Evasion de la apoptosis: Ademas de perder el control

proliferativo, las células tumorales poseen mecanismos para evitar la

apoptosis. Entre algunos de estos mecanismos estan la sobreexpresion de

17



INTRODUCCION

proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 (Cory et al., 2003), la inactivacion de
proteinas inductoras de la apoptosis como p53 (Shen and White, 2001) y la
activacion constitutiva de las vias de supervivencia que mantienen

bloqueada la apoptosis.

2.5. Angiogénesis y metastasis: La activacion de las vias de
sefalizacion RAS/ERK o PI3K/AKT es suficiente para promover la divisién y
la supervivencia celular. Sin embargo, las células en crecimiento necesitan
el aporte constante de nutrientes. Es particularmente interesante que estas
dos vias pueden controlar la expresion del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), un factor clave en la vascularizacion o angiogénesis
(Kranenburg et al., 2004). El aporte de nuevos vasos sanguineos al tumor
va a permitir el mayor suministro de nutrientes y oxigenacién al mismo, pero
también va a constituir el medio de colonizar nuevos tejidos distantes del
tumor primario. La progresion tumoral permite a la célula cancerosa invadir
otros tejidos en un proceso que requiere la expresion de genes implicados
en la migracion, invasion, intravasacion/extravasacion y colonizacion de
tejidos distantes. En este proceso también es importante la sefializacion
mediada por el factor de crecimiento transformante B (TGF@) (Janda et al.,
2002).

3. Familia de los coactivadores de receptores esteroideos

Las proteinas de la familia de coactivadores de receptores
esteroideos SRC o proteinas p160 fueron inicialmente identificadas como
factores que interaccionaban y potenciaban la transcripcion dependiente de

receptores nucleares.
3.1. Introduccion a los Receptores Nucleares

Los receptores nucleares, como los receptores de hormona tiroidea,

los receptores de retinoides y los receptores esteroideos, comprenden una
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gran familia de factores de transcripcion implicados en numerosos aspectos
de la fisiologia humana, tales como la reproduccion, el desarrollo y el
metabolismo.

Las actividades de la mayoria de los receptores nucleares estan
reguladas por pequefias moléculas lipofilicas, que incluyen hormonas
esteroideas y tiroideas, acidos biliares, acidos grasos, ciertas vitaminas y
prostaglandinas.

Los receptores nucleares comparten una organizacion estructural
comun con tres dominios funcionales principales: dominio de union a DNA
(DBD) en la region central, dominio de activacion funcional 1 (AF-1) en el
extremo amino-terminal y dominio de unién a ligando (LBD) que contiene el
dominio de activacion funcional 2 (AF-2) en la region carboxi-terminal
(Kumar and Thompson, 1999) (Fig. 2).

1 Dominio de transactivacion AF-1 DBD LBD 595
Unién a DNA Unién a ligando

Dimerizacién
Transactivacion dependiente
de ligando AF-2

Figura 2: Estructura del receptor de estrogenos a: dominios y funciones. El
receptor de estrogenos a (ERa) es un tipo de receptor esteroideo, al igual que ER},
cuyo ligando son los estrogenos. EI DBD es el dominio mas conservado y es
responsable de la interaccién con secuencias especificas en el DNA y de
interacciones proteina-proteina. ElI LBD, moderadamente conservado, esta formado
por 12 hélices a plegadas en una estructura globular, y es responsable de la unién
de ligando y de aspectos de homo y heterodimerizacion. Este dominio contiene la
regién de activaciéon transcripcional dependiente de ligando 2 (AF2), que en
algunos casos puede tener la conformacion activa en ausencia de éste. La region
amino-terminal es la menos conservada. En esta region se localiza el dominio AF-1,
implicado en la transactivacion independiente de ligando. Aunque tanto AF-1 como
AF-2 pueden regular la transcripcion de manera independiente, la plena actividad
transcripcional requiere del sinergismo entre ambos dominios.
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Para regular la expresion génica los receptores nucleares cooperan
con una serie de moléculas reguladoras. Dependiendo del efecto activador
o0 supresor de estos correguladores, se habla de coactivadores o
correpresores respectivamente (Hermanson et al., 2002; Lonard and
O'Malley, 2006). El paso inicial en la activacién de la transcripcion es la
liberacion de los receptores nucleares de sus correpresores. En general,
después de la union del ligando, el receptor nuclear sufre un cambio de
conformaciéon que le permite disociarse de estos inhibidores y reclutar
varios coactivadores y moléculas reguladoras, formandose el complejo
coactivador. A continuacion, este complejo provoca modificaciones
quimicas y estructurales en la cromatina y comunica con la maquinaria de
la transcripcion basal para activar, finalmente, la expresion de los genes
diana (Kishimoto et al., 2006) (Fig. 3).

Estrogenos

Modificacién de L
la cromatina Activacion de la

expresion génica

Figura 3: Modelo simplificado del mecanismo molecular de la funcién de los
receptores nucleares. Hormonas, factores de crecimiento y citoquinas inducen la
transcripcion mediada por receptores nucleares. Los receptores nucleares unidos a
hormona reconocen secuencias especificas en el DNA, conocidas con el nombre de
elementos de respuesta a hormona (HREs), a través del dominio DBD. Una vez
unidos, empiezan a reclutar coactivadores que a su vez interaccionan con histona
acetiltransfersas (CBP/p300 y pCAF) y con histona metiltransferasas (PRMT1 y
CARM1). Estos eventos resultan en la modificaciéon de la cromatina, permitiendo su
desplegamiento y facilitando el ensamblaje de la maquinaria de transcripcion: RNA
polimerasa I, proteina de unién a TATA (TBP) y factores asociados a TBP (TAFlIls).
A, acetilaciéon de histonas; M, metilacién de histonas.
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3.2. La familia SRC

Entre el amplio espectro de coactivadores conocidos para los
receptores nucleares, las proteinas de la familia de coactivadores de
receptores esteroideos SRC han sido las mas estudiadas. Hasta la fecha,
tres miembros comprenden esta familia: SRC-1/NCoA1 (coactivador de
receptores nucleares 1) (Onate et al., 1995), SRC-2/NCoA2/TIF2 (factor
intermediario transcripcional 2)/GRIP1 (proteina de interaccién con el
receptor de glucocorticoides 1) (Hong et al., 1997) y SRC-3/NCoA3/AlIB1
(amplificado en cancer de mama 1)/RAC3 (proteina de interaccion con el
receptor de acido retinoico 3)/ACTR (molécula activada acetiltransferasa
del receptor de hormona tiroidea 1) o p/CIP (proteina de interaccién con
p300/CBP) (Anzick et al., 1997; Chen et al., 1997; Li et al., 1997; Suen et
al., 1998; Takeshita et al., 1997; Torchia et al., 1997).

Las proteinas SRC-1, TIF2 y AIB1 estan codificadas por genes
diferentes localizados en las regiones cromosomicas 2p23, 89g21.1 y 20q12
respectivamente (Anzick et al., 1997; Carapeti et al., 1998; Kalkhoven et al.,
1998). Estos coactivadores tienen un tamafio de alrededor de 160 KDa y
comparten un 50-55% de similitud de secuencia y un 43-48% de identidad
de secuencia.

Estructuralmente (Fig. 4), la regién amino-terminal es la mas
conservada. En esta region, todos los miembros poseen un dominio basico
hélice-vuelta-hélice (bHLH) seguido de dos dominios PAS, identificados
inicialmente en las proteinas Per, Arnt y Sim de Drosophila e implicados en
la union a DNA y en interacciones proteina-proteina (Huang et al., 1993). El
dominio bHLH/PAS puede contribuir a la funcién coactivadora reclutando
otros coactivadores, como GAC63, CoCoA, Flightless 1 y ANCO1 (Chen et
al., 2005; Kim et al.,, 2003; Lee et al., 2004; Zhang et al., 2004) o
interaccionando directamente con varios factores de transcripcion, como la
miogenina, el factor potenciador especifico de miocitos 2C (MEF-2C),

factores potenciadores de la transcripcion (TEFs) y transductores y
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activadores de la sefal (STATs) (Belandia and Parker, 2000; Chen et al.,
2000; Litterst et al., 2003).

bHLH PAS-A PAS-B RID CID HAT

11 2 5 678 91441
I T | [[ sre-
' — Il GRIP-

1464
|
424

N IR~

W
=

AD-1 AD-2
ER81 Receptores CBP/p300 CARM-1
GAS Nucleares p/CAF PRMT1
STAT3 _
AP-1
Miogenina STAT5 E2F1 p50 p53

MEF-2C  STAT6
TEF-4 GAC63
CoCoA Flightless 1
ANCO-1  p53

Figura 4: Dominios estructurales de las proteinas SRC. La region amino-
terminal contiene el dominio bHLH/PAS que corresponde con el dominio mas
conservado; S/T, regién rica en serinas y treoninas; 1-9, motivos LXXLL; RID,
dominio de interaccién con receptores nucleares; CID, dominio de interaccion a
CBP/p300; HAT, actividad histona acetiltransferasa intrinseca; Q, cadena de
poliglutaminas; AD-1, dominio de activacion transcripcional 1; AD-2, dominio de
activacion transcripcional 2. En la parte inferior de la figura se representan las
zonas de interaccién con diversas proteinas reguladoras y factores de
transcripcion.

La regién central, que esta relativamente conservada, contiene tres
motivos LXXLL, donde L corresponde a leucina y X a cualquier aminoacido.
Estos motivos también son conocidos con el nombre de cajas de receptores
nucleares por ser los responsables de la interaccidon con estos factores de
transcripcion. A través de andlisis cristalograficos se ha visto que el motivo
LXXLL forma una hélice a anfipatica que es capaz de interaccionar con la
superficie hidrofébica del AF-2, formada tras la union del receptor nuclear a

su ligando (Shiau et al., 1998). Diversos estudios han demostrado que el

22



INTRODUCCION

motivo LXXLL es suficiente y necesario para mediar la interaccién con
receptores nucleares (Ding et al., 1998; Heery et al., 1997; Li and Chen,
1998; Voegel et al.,, 1998). Sin embargo, no todos los motivos LXXLL
exhiben la misma afinidad para los distintos receptores nucleares (Leo et al.,
2000), sugiriendo que estos receptores muestran preferencias por los
diferentes coactivadores. De hecho, el motivo LXXLL es necesario para la
unién pero los aminoacidos flanqueantes son importantes para el
reconocimiento especifico del receptor nuclear (Savkur and Burris, 2004;
Zhou et al., 2010).

En la region carboxi-terminal existen dos dominios de activacion
transcripcional, AD-1 y AD-2. El dominio de activacion transcripcional se
define mediante ensayos transcripcionales con genes indicadores y
proteinas de fusiéon que contienen el dominio de union a DNA de Gal4 y
fragmentos de las proteinas SRC. El dominio AD-1 media la interaccion con
histona acetiltransfersas (HATs), como CBP/p300, pCAF y mas
recientemente, con GCN5 (Brown et al., 2003). En este dominio también
existen varios motivos LXXLL, si bien son algo diferentes de aquellos que
reconocen receptores nucleares. La mutagénesis directa en residuos clave
o delecién de estos motivos impide el reclutamiento de CBP/p300 y suprime
la funcion coactivadora de los factores SRC (Demarest et al., 2004;
Mclnerney et al., 1998; Voegel et al., 1998), sugiriendo la importancia de
esta interaccion en la funcion de estos coactivadores. Por otra parte, la
region AD-2 es responsable de la interaccion con las histona
metiltransferasas CARM1 y PRMT1 (Chen et al., 1999a) que también estan
implicadas en el remodelamiento directo de la cromatina y en el ensamblaje
de la maquinaria de transcripcion. El extremo carboxi-terminal de SRC-1 y
AIB1 contiene una débil actividad HAT, aunque su relevancia no esta clara
todavia (Chen et al., 1997; Spencer et al., 1997). Estos dos coactivadores
podrian, por tanto, estar directamente implicados en el remodelamiento de

la cromatina. Finalmente, AIB1 presenta una cadena de poliglutaminas
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(entre 26 y 32 aminoacidos de este tipo) dentro de la regiéon carboxi-
terminal. Aunque se desconoce la importancia biolégica de este
polimorfismo, se ha observado que los genotipos mas cortos promueven
carcinomas de ovario mas agresivos (Li et al., 2005). En cuanto a cancer de
mama, los estudios son controvertidos pero parecen indicar que no existe
un mayor riesgo de cancer asociado a la longitud de la cadena de
glutaminas en portadores de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2
(Haiman et al., 2000; Spurdle et al., 2006).

Funcionalmente, se ha propuesto que los coactivadores SRC
podrian servir como proteinas puente entre los receptores nucleares y la
maquinaria de transcripcion basal. Sin embargo, los 3 miembros son
capaces de interaccionar y coactivar no soélo receptores nucleares, sino
también numerosos factores de transcripcion, como AP-1 (Lee et al., 1998;
Yan et al., 2006), NF-xB (Na et al., 1998; Werbajh et al., 2000; Wu et al.,
2002), transductores y activadores de la sefial (STATSs) (Giraud et al., 2002;
Litterst and Pfitzner, 2002; Razeto et al., 2004), factores nucleares de
hepatocitos (HNFs) (lordanidou et al., 2005; Soutoglou et al., 2000),
factores de transcripcién dependientes de MAP quinasas (Ets) (Goel and
Janknecht, 2004; Myers et al., 2005), p53 (Lee et al., 1999) y E2F1 (Louie
et al., 2004). Esto significa que las proteinas de la familia p160
desempefian mas funciones en la regulacion celular de las que en principio
se pensaban. De esta manera, cambios en los niveles y actividades de
estos coactivadores podrian alterar en gran medida los niveles de
expresion de muchos genes y, en consecuencia, afectar numerosos
procesos celulares. La familia SRC y, en concreto AIB1, es bien conocida
por su potencial oncogénico, por tanto, el estudio de los factores que
afectan los niveles y las actividades de estos coactivadores es de gran
importancia a la hora de investigar nuevas aproximaciones terapéuticas en

cancer
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4. Funciones fisiologicas de AlB1

La mayor parte del conocimiento que hoy se tiene sobre el papel de
AIB1 en la fisiologia viene directamente del estudio de modelos animales.

Mediante técnicas de inmunohistoquimica utilizando el gen LacZ
como indicador en un modelo murino “knock-in” se ha demostrado que
AIB1 se expresa en ovocitos, musculatura lisa del oviducto, epitelio de la
vagina, glandula mamaria, musculo liso de los vasos sanguineos y del
intestino, hepatocitos, hipocampo, bulbo olfatorio y en la capa granular
interna del cerebelo (Xu et al., 2000). Como se puede apreciar, algunos de
estos tejidos estan relacionados con respuesta a hormonas, lo que sugiere
que AIB1 tiene una funcion importante en la respuesta endocrina. El
estudio con modelos knockout refuerza esta hipétesis. La disrupcion génica
de AIB1 en ratones resulta en un fenotipo pleiotrépico que muestra retraso
en el crecimiento, tamafos corporales reducidos en los animales adultos,
disminucion de la funcion reproductora en hembras y retraso en el

desarrollo de la glandula mamaria (Xu et al., 2000).

4.1. Funcion de AIB1 durante el desarrollo

El reducido crecimiento somatico y tamafio corporal de los ratones
deficientes para AIB1 (AIB17) es resultado de la pérdida de regulacion en
la expresion de IGF-I en tejidos especificos y de un defecto en la respuesta
a este factor de crecimiento (Wang et al., 2000). En los ratones knockout de
AIB1 no se encuentran diferencias significativas en los niveles de hormona
del crecimiento, pero se observa un 40% de reduccién en los niveles de
IGF-1 en suero (Xu et al., 2000).

A diferencia de los ratones AIB1™”, los ratones SRC1” y TIF2"
exhiben un crecimiento normal, indicando funciones especificas para los

diferentes coactivadores p160.
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Estas observaciones sugieren que AIB1 es un importante
modulador del crecimiento en mamiferos, y que la sefalizaciéon mediada

por IGF-I es un efector esencial en su funcion fisiologica.

4.2. Funcién de AIB1 en la reproduccion

Aunque la funcion reproductora en machos AIB1”" sélo se halla
ligeramente reducida, las hembras exhiben un desarrollo y una funcién
anormal de su sistema reproductor. Lo primero que hay que destacar es el
bajo nivel de estrégenos en las hembras AIB17 de todas las edades, que
podria ser la causa del retraso de la pubertad (Xu et al., 2000). Ademas,
estas hembras presentan un bajo desarrollo de la glandula mamaria, en
respuesta a estrogenos y progesterona, y una reducida capacidad de
ovulacion (Xu et al., 2000). El descenso en ovulacion podria ser atribuido al
pobre desarrollo folicular, debido a los bajos niveles de estrégenos o a un
bloqueo parcial de la maduracion del ovocito por la ausencia de AIB1 en
este tipo celular.

A diferencia de lo que ocurre en AIB1", los ratones TIF2” tienen
fertilidad impedida en ambos sexos (Gehin et al., 2002). La baja fertilidad
en machos es debida a degeneracion testicular y defectos en la
espermiogénesis (teratozoospermia), mientras que en hembras se debe a
una hipoplasia de la placenta.

El receptor de progesterona (PR) es un mediador esencial de la
fertilidad en hembras y del desarrollo de los tejidos reproductivos (Conneely
et al., 2001). Se ha demostrado que PR coordina la actividad coactivadora
de los SRCs de manera distinta en diferentes tejidos. Mientras AIB1 es el
coactivador principal en mama, SRC-1 lo es en el utero y TIF2 es
indispensable en ambos tejidos (Mukherjee et al., 2007). En ausencia de
TIF2, las células uterinas son incapaces de facilitar la implantacion del
embrion. Ademas, a pesar de los niveles normales de PR, SRC-1y AIB1, la

morfogénesis de la ramificacion ductal y la formacién de alvéolos en la
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glandula mamaria estan impedidas cuando falta TIF2. Estas observaciones
revelan la importancia de TIF2 en la biologia de la implantacién y en el
desarrollo de la glandula mamaria inducido por progesterona, y sugieren su
potencial como diana clinica para la salud reproductora y/o el cancer de

mama en mujeres.

4.3. Funcion de AIB1 en el metabolismo

Se ha observado que los ratones AIB1" muestran signos de mayor
gasto energético debido a una mayor funcidon mitocondrial en el tejido
adiposo pardo y en musculo esquelético. Estos animales exhiben un menor
peso corporal (Coste et al., 2008). En cuanto al mecanismo molecular, AIB1
regula la expresion de la histona acetiltransferasa GCN5 que acetila y, en
consecuencia, inhibe la actividad del coactivador de PPARy PGC-1a, que
es importante en la termogénesis adaptativa y en el metabolismo de la
glucosa. La ingesta caldrica induce la expresion de AlIB1, lo que resulta en
una inhibicion de PGC-1a y del gasto energético. Por el contrario, la
restriccion calérica reduce los niveles de AIB1, aumentando la actividad de
PGC-1ay, por tanto, el gasto energético (Coste et al., 2008). Ademas, AlB1
es un regulador critico en el desarrollo del tejido adiposo blanco (Louet et
al., 2006). En ausencia de AIB1, la diferenciacion de los adipocitos esta
impedida debido a la reduccion de la actividad de los factores de
transcripcion C/EBPa y & y, en consecuencia, a la disminucién de la
expresion de PPARYy2, factor de transcripcion esencial en la adipogénesis.
De manera similar, SRC-1 y TIF2 también estan implicados en el control de
la homeostasis de energia (Picard et al., 2002). Sin embargo, mientras los
ratones TIF2" estan protegidos frente a la obesidad y exhiben una elevada
termogénesis adaptativa, los ratones SRC-1"" tienen tendencia a la

obesidad debido a un reducido gasto energético.

27



INTRODUCCION

4.4. Funcion de AIB1 en otros tejidos

AIB1 también se expresa en el musculo liso de los vasos
sanguineos y en las células endoteliales. Se ha visto que este coactivador
puede facilitar los efectos vasoprotectivos mediados por estrégenos a
través de la inhibicién de la formacion de la neointima tras el dafio vascular
(Yuan et al., 2002).

Otra funcién importante la desempefia en el proceso inflamatorio.
En macréfagos, AIB1 tiene una nueva funcién citoplasmica por la cual
activa los silenciadores de la traduccidon TIA-1 y TIAR con la posterior
inhibicion de la traduccién de citoquinas preinflamatorias (Yu et al., 2007).
Este efecto fue inicialmente observado en los macréfagos de ratones AlIB1™".
Estas células producian de manera significativa una mayor cantidad de IL-6,
IL-18 y TNF-a en respuesta a endotoxicidad, aun cuando los niveles de sus
RNA mensajeros (MRNA) permanecian inalterados. Este resultado indica
que AIB1 tiene una funcién protectora frente al choque séptico
desencadenado por una respuesta inflamatoria aguda.

Finalmente, se ha demostrado que la hematopoyesis en ratones
AIB1"" también esta afectada. La ausencia de AIB1 provoca un descenso
de las plaquetas y un aumento en el numero de linfocitos, de manera que
con la edad se puede incluso llegar al desarrollo de linfomas de células B
(Coste et al., 2006). Por tanto, AIB1 tiene un papel antiproliferativo en el
sistema linfoide.

Todos estos estudios revelan que AIB1 posee mudltiple funciones y
que dependiendo del tipo celular puede inducir proliferacion, por ejemplo en
las células epiteliales de la glandula mamaria, o inhibirla en otros, como en
la linea linfoide (ver esquema, Fig. 5). Ademas, se demuestra que a pesar
de la similitud de secuencia y de dominios funcionales, las proteinas p160

exhiben funciones especificas en diferentes tejidos.
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Figura 5: Esquema resumen de las funciones de AIB1. AIB1 regula el crecimiento
somatico afectando los niveles de IGF-l y la respuesta de los tejidos a este factor de
crecimiento. AIB1 afecta los niveles de estrogenos vy, por tanto, la funcion de ER,
hecho importante en la regulacién de la pubertad, el desarrollo de la glandula mamaria
y en vasoproteccion. AlB1 también es importante en la ovulacion, regulando la funcién
reproductora de las hembras a través de un mecanismo desconocido. AIB1 regula el
metabolismo a través de PGC-1a, y la adipogénesis a través de C/EBP. AIB1 esta
implicado en proliferacion, y su expresién y funcién alteradas pueden ser importantes
en tumorigénesis. Ademas, AIB1 posee una funcién antiproliferativa en linfocitos.
Finalmenente, AIB1 tiene un papel en la inflamacién, inhibiendo la traduccion de

citoquinas.

5. La sobreexpresion de AIB1 afecta a la iniciacion y la

progresion del cancer

Entre los tres coactivadores de la familia SRC, AIB1 es el que mas

atencion ha recibido, ya que numerosas evidencias han demostrado que se

trata de un oncogén que interviene en la iniciacion y en la progresion del

cancer.
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5.1. Evidencias de biopsias y modelos animales

En carcinomas de mama humano es frecuente encontrar
amplificada la regién cromosomica 20g11-12 (Guan et al., 1994). El intento
por identificar posibles oncogenes en esta region llevo al aislamiento de
tres candidatos, AIB1, AIB3 y AIB4 (Guan et al., 1996). Desde entonces las
frecuencias de amplificacion y sobreexpresion de AIB1 se han estudiado
con minucioso cuidado.

En biopsias de cancer de mama, la amplificaciéon del gen de AlB1
se ha observado en un 2-10% de los casos (Anzick et al., 1997; Bautista et
al., 1998; Ilwase et al., 2003; Kirkegaard et al., 2007; Shibata et al., 2001).
Sin embargo, la sobreexpresion de este coactivador se ha encontrado en
un 13-64% de los tumores (Anzick et al., 1997; Bouras et al., 2001; Glaeser
et al.,, 2001), indicando que es posible la sobreexpresion de un gen en
ausencia de amplificacion en cancer de mama. Resulta particularmente
interesante una variante de AIB1 (AIB1-A3) que pierde el dominio
bHLH/PAS y que también se ha visto sobreexpresada en biopsias de
cancer de mama y en la linea celular MCF-7 (derivada de un cancer de este
tipo) (Reiter et al., 2001).

La amplificacion y la sobreexpresion de AIB1 no estan restringidas a
cancer de mama. También se ha encontrado mayor numero de copias y/o
de expresion en otros tipos de cancer, como cancer de endometrio, ovario y
prostata (Glaeser et al., 2001; Nessler-Menardi et al., 2000; Tanner et al.,
2000), carcinoma de pancreas y carcinoma gastrico (Ghadimi et al., 1999;
Sakakura et al., 2000), carcinoma de células escamosas del eséfago (Xu et
al., 2008; Xu et al., 2007), carcinoma nasofaringeo (Liu et al., 2008),
carcinoma urotelial (Luo et al., 2008), cancer de colon (Grivas et al., 2009;
Lassmann et al.,, 2007; Xie et al., 2005; Zeng et al., 2005), carcinoma
hepatocelular (Wang et al., 2002), melanoma cutaneo (Rangel et al., 2006)

y en cancer de pulmon de células no pequefas (He et al., 2010).
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En general, los tumores malignos son clasificados en cuanto a su
tamafio, grado de diferenciacién, grado de expansion a los ndédulos
linfaticos y la presencia de metastasis. Los tumores de alto grado presentan
poca diferenciacion y mal pronostico. Es importante destacar que la
elevada expresion de AIB1 ha sido correlacionada con prondstico pobre en
cancer (Harigopal et al., 2008). De acuerdo con esta observacion, los
tumores de mama que muestran altos niveles de AIB1 presentan tiempos
de supervivencia y tiempos libres de enfermedad tras la extirpacion del
tumor mas cortos (Zhao et al., 2003). Algo parecido ocurre en otros tipos de
tumores, como por ejemplo en carcinomas de endometrio, donde se ha
observado una correlacion entre la sobreexpresion de AIB1 y el estadio
clinico, la invasién del miometrio y la desdiferenciacion (Balmer et al., 2006;
Han et al., 2007; Hirai et al., 2004; Sakaguchi et al., 2007). En cancer de
pancreas también se han encontrado mayores niveles de AIB1 y mayor
localizacion nuclear de este coactivador a medida que el tumor progresa
(Henke et al., 2004). Estas evidencias sugieren que la sobreexpresion de
AIB1 puede ser importante en la adquisicion de fenotipos invasivos y/o
metastaticos y, por tanto, este coactivador podria ser utilizado como
marcador prondstico en cancer.

El desarrollo de modelos murinos ha sido una de las herramientas
mas importantes a la hora de entender los mecanismos moleculares por los
que AIB1 promueve la progresion en cancer. Torres-Arzayus Yy
colaboradores establecieron un modelo transgénico de AlB1 bajo el control
del promotor MMTV para dirigir su expresion al epitelio mamario. Estos
ratones presentaron un mayor numero de lesiones hiperplasicas y una
mayor incidencia de tumores no solo en glandula mamaria, sino también en
pulmon, pituitaria y atero, coincidiendo con la expresion ectopica de AlB1
en estos 6rganos y de acuerdo con la hipétesis de que este coactivador
esta implicado en una amplia variedad de canceres. El analisis de las

glandulas mamarias de estos ratones revelé que AIB1 activaba la via de
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sefalizacion PISK/AKT/mTOR al aumentar los niveles circulantes de IGF-I
(Torres-Arzayus et al., 2004). Por tanto, parecia claro que AIB1 era un
potente oncogén y que su mecanismo de oncogenicidad implicaba la via de
sefalizacion PISBK/AKT/mTOR. Por otra parte, también se generoé el modelo
murino que expresaba la isoforma truncada de AIB1 (AIB1-A3) bajo el
control del promotor de expresion constitutiva CMV (Tilli et al., 2005).
Aunque no se observaron tumores, estos ratones mostraban una mayor
masa de la glandula mamaria, asi como una mayor proliferacion.
Probablemente, la ausencia de tumores era debida a la baja expresién del
transgén y a la ausencia de elevados niveles sistémicos de IGF-I. En
nuestro laboratorio también se cred un modelo transgénico que expresaba
niveles moderados de AIB1 (Avivar et al., 2006). Al igual que en el modelo
AIB1-A3, los ratones no generaron tumores. Sin embargo, se observé una
mayor hiperplasia mamaria durante el inicio de la pubertad, sugiriendo que
la sobreexpresion de AIB1 podia representar uno de los cambios
preneoplasicos en el tejido mamario.

El estudio de la pérdida de AIB1 en ratones knockout ha revelado
informacién complementaria. Los ratones AIB1" no generan tumores por si
solos, pero existen modelos que si lo hacen, como MMTV/v-Ha-ras y
MMTV-Neu en mama, TRAMP en prostata y TRB"VFY en tiroides. En el
caso de los ratones AIB1™", la formacién de tumores se puede conseguir a
través del carcindgeno dimetilbenz[a]antraceno (DMBA). A diferencia de lo
que ocurre en los ratones silvestres, la morfogénesis ductal de la glandula
mamaria y la aparicion de tumores palpables esta significativamente
retrasada en los ratones deficientes en AIB1 (Kuang et al., 2005). Parece
que la ausencia de AIB1 protege frente a la carcinogénesis inducida por
DMBA. Por otra parte, en los ratones transgénicos de oncogenes conocidos
que si generan tumores, la pérdida de AIB1 disminuye la incidencia tumoral
y bloquea las metastasis (Chung et al., 2007; Fereshteh et al., 2008; Kuang

et al., 2004; Ying et al., 2008). Estos resultados sugieren que el bloqueo de
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la funcion de AIB1 podria ser una buena aproximacion para suprimir la
tumorigénesis.

Tanto los estudios clinicos como los modelos animales revelan una
clara capacidad oncogénica para AIB1. Por tanto, los factores que
influencian los niveles y la actividad de este coactivador seran de gran

importancia a la hora de determinar el potencial oncogénico de un tejido.

5.2. Mecanismos moleculares de la actividad oncogénica de AlB1

Las células tumorales dependen de la sefializacion por diversas
vias para su supervivencia y crecimiento. La importancia de AIB1 en estas
vias ha sido demostrada en un gran numero de estudios que a continuacion

se detallan.

5.2.1. MECANISMOS DEPENDIENTES DE HORMONA
5.2.1.1. Senalizacion mediada por receptores esteroideos

Las hormonas sexuales o esteroides, como por ejemplo los
estrogenos, androgenos y la progesterona, afectan el crecimiento y la
funciéon de los organos reproductores, el desarrollo de las caracteristicas
sexuales y el patron de comportamiento de los animales. Sin embargo,
estas hormonas también estan estrechamente relacionadas con la
tumorigénesis en cancer de mama, ovario, endometrio y préstata.

Debido a que las hormonas esteroideas median su funcion a través
de receptores nucleares, y que AIB1 es un coactivador de este tipo de
factores de transcripcion, es razonable pensar que la sobreexpresion de
AIB1 junto a una mayor exposicion a esteroides pudiera resultar en una
mayor actividad de los receptores nucleares (Fig. 6). En este sentido, la
amplificacion y la sobreexpresion de AIB1 han sido correlacionadas con la
presencia de receptor de estrégenos (ER) y de receptor de progesterona
(PR) en cancer de mama y de ovario (Bautista et al., 1998; Kurebayashi et
al.,, 2000; Rey et al., 2000; Tanner et al., 2000). Se ha demostrado que
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AIB1 y ER pueden estar asociados y colocalizar en el nucleo de células ER-
positivas (Azorsa et al., 2001), donde este coactivador es requerido para la
union de ER a los promotores de sus genes diana. De esta manera, el
tratamiento con 17-B-estradiol induce un dramatico incremento en la
ocupacion de ERa y de AIB1 en los promotores de CATD, pS2 y c-Myc en
células MCF-7 (Shang et al., 2000). Por el contrario, la supresion de AlIB1
con RNA de interferencia reduce esta ocupacion (Shao et al., 2004b),
disminuyendo el crecimiento celular y la proliferacién inducida por
estrogenos (List et al., 2001a). A diferencia de AIB1, SRC-1 interacciona en
menor medida con ER tras el tratamiento con estrégenos en células MCF-7
(Tikkanen et al., 2000). Por tanto, AIB1 podria tener un papel especifico
mediando la transcripcion dependiente de estrogenos en cancer de mama.

Se plantea, pues, la hipdtesis de que AIB1 esta implicado en la
progresion del cancer a través de la sobreestimulacion de la funcion de ER.
Apoyando esta idea, se ha observado una mayor regulacion de la
sefalizacion por ER en tumores ER-positivos durante la progresion del
cancer de mama. Esto es debido a un incremento en la expresion de
factores que pueden activar la funcion de ER (Murphy et al., 2000). Hay que
destacar que la isoforma AIB1-A3 tiene una mayor eficacia a la hora de
activar a ERa, probablemente, porque al perder el dominio bHLH/PAS esta
mas disponible para los receptores nucleares. Los tumores que
sobreexpresan esta isoforma pueden presentar una mayor proliferacion
celular inducida por estrégenos (Reiter et al., 2004).

Todos estos resultados sugieren que la sobreexpresion de AlIB1
podria contribuir a la tumorigénesis sobreestimulando la transactivacion
mediada por receptores esteroideos. Sin embargo, aunque es probable que
AIB1 contribuya a la progresion del cancer a través de este mecanismo en
tumores dependientes de hormona, la sobreexpresion de este coactivador

también ha sido descrita en lineas celulares y tumores ER- y PR-negativos
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(Bouras et al., 2001), indicando que existen mecanismos independientes de

hormona en el proceso carcinogénico de AIB1.

5.2.2. MECANISMOS INDEPENDIENTES DE HORMONA

Existen datos que apoyan la idea de que AIB1 estd implicado en
tumorigénesis a través de vias de sefializacion diferentes de las mediadas
por esteroides: 1- AIB1 es capaz de interaccionar y coactivar no sélo
receptores nucleares, sino también otros factores de transcipcion, 2- su
sobreexpresion no siempre correlaciona con la expresién de ER o PR y 3-
se ha visto amplificacion y sobreexpresion de AIB1 en varios canceres
independientes de regulacion hormonal.

Durante los ultimos afios se han realizado numerosos esfuerzos
para estudiar la importancia de AIB1 como coactivador de factores de
transcripcion no esteroideos en el crecimiento, en la proliferacion celular y
en el desarrollo del cancer. Hasta la fecha, AlIB1 ha sido implicado en varias
vias de sefializacion, incluyendo la via IGF/PI3K/AKT, la via HER2/neu, la
via NF-kB y la sefializacién mediada por E2F1. A continuacion se estudiara

como este coactivador afecta a cada una de las vias anteriores.

5.2.2.1. Senalizacion mediada por factores de crecimiento
Via de seializacion IGF/PI3K/AKT
Varios estudios han demostrado el papel clave que juegan los
receptores tirosina quinasa en la formacion y la progresion del cancer. En
particular, se ha visto que IGF-IR, receptor del factor de crecimiento similar
a insulina 1, que también reconoce IGF-Il e insulina en menor medida,
desempefia una funcion en la transformacion maligna, en la progresion, en
la proteccion frente a la apoptosis y en la metastasis (Samani et al., 2007).
La unién de IGF-I a su receptor tirosina quinasa (IGF-IR) da paso al
inicio de la sefalizacion a través de los sustratos del receptor de insulina,

IRS1 e IRS2, que se asocian y activan varias quinasas intracelulares,
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incluyendo a PI3K. La activacion de PI3K resulta en la activacion de las
quinasas PDK-1 y AKT. Una vez activo, AKT induce la fosforilacion, directa
o indirecta, de un gran numero de sustratos, entre los que se incluyen
GSK3B, mTOR, p70S6K, caspasa 9, BAD, etcétera. La sefnalizacion a
través de esta via controla diversos procesos bioldgicos, como el
metabolismo, la supervivencia celular y la proliferacion (Franke, 2008) (Fig.
6).

Modelos animales y estudios en tumores humanos y lineas
celulares han demostrado que AIB1 esta implicado en la regulacién de la
actividad de AKT. Existe una correlacién entre AIB1 y los niveles de
expresion de los componentes de la via de sefalizacion IGF/PI3K/AKT. Las
glandulas mamarias de ratones transgénicos para AIB1 muestran altos
niveles de IGF-IR y AKT fosforilados, indicando que esta via es mas activa
en estos animales (Torres-Arzayus et al., 2004). Como ya se describio
anteriormente, la elevada actividad es debida a un aumento en los niveles
de IGF-l circulantes. Cabe destacar que el tratamiento de ratones
transgénicos para AIB1 con el inhibidor de mTOR RADO0O01 revierte el
fenotipo premaligno y su combinaciéon con tamoxifeno (antagonista de ER)
mejora el resultado terapéutico de varios canceres de mama ER-positivos
que sobreexpresan AIB1 (Torres-Arzayus et al., 2006). Estos datos
proporcionan apoyo para el desarrollo clinico de RAD001, y sugieren que
AIB1 podria utilizarse como factor predictivo en la respuesta a este
tratamiento. Por otra parte, la delecion de AIB1 en ratones resulta en un
retardo del crecimiento y una reduccién de los niveles totales de IGF-I (Xu
et al., 2000). El estudio con ratones MMTV/v-H-ras AIB1**, AIB1""y AIB1™"-
también ha proporcionado evidencias de la oncogénesis mediada por AlB1
a través de IGF-I (Kuang et al., 2004). En estos animales, la deficiencia de
AIB1 causa una cierta resistencia a este factor de crecimiento debido a una

reduccion significativa de los sustratos del receptor de insulina IRS-1 e IRS-
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2. La impedida sefalizacion por IGF-l es responsable en parte de la
supresién de la tumorigénesis mamaria y la metastasis en estos ratones.

En biopsias de canceres de prostata humanos la fuerte expresion
de AIB1 correlaciona con una mayor proliferacion y niveles elevados de
AKT fosforilado (Zhou et al., 2005). Es interesante citar que los tumores de
prostata humanos y las lineas celulares derivadas de éstos resultan en un
inesperado aumento de la proliferacibn cuando son tratados con
bortezomib. El bortezomib (PS-341; velcade) es un inhibidor del
proteasoma con actividad en varias lineas celulares de cancer, incluyendo
cancer de prostata (lkezoe et al., 2004), y en varios tumores solidos y
hematoldgicos (Ludwig et al., 2005). Como se explicara mas adelante, AIB1
es diana del sistema proteasoma, por tanto, al bloquear su degradacion se
consiguen mayores niveles de este coactivador, mayores niveles de AKT y
una mayor proliferacion celular. Terapias duales que inhibieran tanto la
actividad del proteasoma como la activacién de AKT podrian mejorar la
eficacia del tratamiento del cancer de prostata (Ayala et al., 2008).

Los resultados con lineas celulares también estan de acuerdo con
los obtenidos en biopsias y modelos animales. La sobreexpresion de AlB1
produce un aumento en los niveles de componentes de la via
IGF/PI3K/AKT, mientras que su silenciamiento resulta en una disminucién
de estas proteinas (Yan et al., 2006). Un estudio en células MCF-7
encontrd una disminucion de la formacion de colonias sobre agar inducida
por IGF-I después del silenciamiento de la expresion de AIB1 (Oh et al,,
2004). En estas células, los niveles de expresion de ciclina D1, Bcl-2, ERK2,
IGF-IR e IRS1 estaban también reducidos incluso en presencia de
antiestrogénicos, sugiriendo que la actividad de AIB1 era requerida para
mantener la sefalizacion por AKT de manera independiente de la
sefalizacion mediada por ER. En lineas celulares derivadas de canceres de
prostata como LNCaP y PC3, la sobreexpresion de AIB1 también promueve

el crecimiento celular al aumentar los niveles de AKT activo (Zhou et al.,
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2003). Sin embargo, no se observa un mayor aumento de esta quinasa
activa cuando las células son tratadas con andrdgenos, indicando de nuevo
que AIB1 regula la actividad de AKT de manera independiente de la
sefalizacion mediada por esteroides.

Estas observaciones demuestran que AIB1 es requerido para la
proliferacion y supervivencia celular mediada por IGF-l. Se abre asi un
nuevo mecanismo para promover el crecimiento celular
independientemente de hormonas esteroideas que podria explicar la
resistencia desarrollada en ciertas terapias endocrinas. Este hecho es

importante porque revela nuevas plataformas para la terapia en cancer.

Via de sefializacion ERBB/HER

La familia de receptores tirosina quinasa ERBB o HER también
tiene su importancia en oncologia. Esta familia esta compuesta por 4
miembros principales, conocidos con el nombre de EGFR/HER1/ERBBH1,
HER2/neu/ERBB2, HER3/ERBB3 y HER4/ERBB4. La unidon de estos
receptores a factores de crecimiento epidérmico (EGF) inicia una cascada
de activacion de diversas quinasas que finaliza en la expresion de
numerosos genes que median procesos celulares, como la proliferacion, la
diferenciacion, la migracion y la apoptosis (Holbro et al., 2003) (Fig. 6).

Se ha observado una correlacion entre la sobreexpresion de AIB1 y
la presencia de HER2/neu en tumores de mama (Bouras et al., 2001;
Thorat et al., 2008). Hay que destacar que AIB1 es diana de quinasas
activadas por EGFR/HER, tales como ERK1,2 y la quinasa c-Abl (Amazit et
al., 2007; Font de Mora and Brown, 2000; Oh et al., 2008). La fosforilacion
de AIB1 por estas quinasas promueve su localizacion nuclear y estimula la
transactivacion de ERa al aumentar la interaccion con CBP/p300 (Fig. 6).
Por otra parte, se ha establecido recientemente un papel para AIB1 en la
regulacion de la sefializacion por HER2/neu, de manera que tanto AlB1

como la isoforma AIB1-A3 pueden potenciarla, aumentando los niveles de
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fosforilacion de este receptor (Fereshteh et al., 2008; Lahusen et al., 2007;
Reiter et al., 2001). Se crea asi una retroalimentacion positiva en la que
AIB1 aumenta la sefalizacion por HER2/neu y, a su vez, HER2/neu
estimula la funcion coactivadora de AIB1. Este hecho es importante porque
la sobreexpresion de AIB1 podria favorecer la resistencia a inhibidores de
la actividad HER2/neu como el trastuzumab (herceptina). En algunos casos,
esta resistencia se ha atribuido a la sefalizaciéon por IGF-IR (Nahta et al.,
2005). Debido a que AIB1 estimula la sefalizacion por IGF-l, la
sobreexpresion de este coactivador en tumores que sobreexpresan
HER2/neu podria contribuir a la resistencia al trastuzumab a través de la
activacion de IGF-IR.

La capacidad de AIB1 para estimular diversas vias de sefializacion,
como las mediadas por IGF-IR y HER2/neu apoya la posibilidad de utilizar

este coactivador como diana y marcador predictivo en terapia.

5.2.2.2. Seializacion mediada por citoquinas
Via de sefalizacion NF-kB

El factor nuclear-kB (NF-kB) comprende una familia de factores de
transcripcion que estan implicados en la expresion de genes que controlan
la respuesta inmune, la inflamacion, el ciclo celular y la apoptosis (Perkins,
2007). Los factores NF-kB consisten en dimeros de proteinas con el
dominio de dimerizacién de homologia Rel. Cuando esta inactivo, NF-kB se
encuentra secuestrado en el citosol por proteinas inhibidoras conocidas
como IkBs. La exposicidén de la célula a citoquinas, como la interleuquina-1
(IL-1) o el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), lleva a la activaciéon del
complejo quinasa IkB (complejo IKK) que fosforila a IkB, promoviendo su
ubicuitinacion y posterior degradacion. Una vez liberado del complejo
inhibidor, NF- kB es translocado al nucleo donde transactivara la expresion

de numerosos genes (Fig. 6).
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Figura 6: Resumen de las diversas vias de sefializacion que convergen en
AIB1. Mecanismos de proliferacion celular y resistencia endocrina. Aunque no
esta representado en la figura, AIB1 puede estimular la sefalizacion por PI3K/AKT,
aumentando la expresion de varios componentes de esta via y también potenciar la
sefializacion por ERBB/HER, incrementando los niveles de fosforilacion de EGFR. La
fosforilacion de AIB1 es necesaria para su actividad. Esteroides, citoquinas y factores
de transcripcion pueden inducir esta fosforilacién. Una vez activado, AlB1 sera capaz
de interaccionar y coactivar varios factores de transcripcion. En respuesta a
estrogenos, AIB1 es reclutado junto con ER a promotores de respuesta a estrogenos,
como el de la ciclina D1, estimulando la progresion en ciclo celular. El tratamiento
con estrogenos promueve la fosforilacion de ERa y AIB1 por parte de IKKa y facilita
la asociacion de estos tres componentes en los promotores de respuesta a
estrogenos. Alternativamente, la estimulaciéon por factores de crecimiento
desencadena la fosforilacion de ER y/o AlB1, lo cual activa la proliferacion mediada
por ER de manera independiente de estrogenos, resultando en la resistencia a la
terapia endocrina. La estimulacion por citoquinas activa el complejo IKK y promueve
la localizacion nuclear de AlIB1, donde potenciara tanto la sefializacion por NF-kB
como la senalizaciéon por receptores esteroideos. AlIB1 también puede coactivar la
funcion de AP-1 y Ets para estimular la expresion de MMPs y, por tanto, favorecer la
invasion a otros tejidos. Puesto que el promotor de HER2/neu es diana de AP-1y
Ets, AIB1 podria aumentar su expresion, promoviendo proliferacion y resitencia
endocrina. Finalmente, AIB1 puede coactivar la expresion de genes de respuesta a
E2F1, potenciando la progresion del ciclo celular.
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Tanto AIB1 como SRC-1 pueden interaccionar y potenciar la
trancripcion mediada por NF-kB (Na et al., 1998; Werbajh et al., 2000). Sin
embargo, solo AIB1 interacciona con el complejo IKK. En respuesta a TNF-
a, el complejo IKK fosforila a AIB1 desencadenando su translocacién al
nucleo donde encuentra y coactiva a NF-kB (Wu et al., 2002). El
tratamiento con estrégenos también aumenta la fosforilacion de AIB1
(Marquez et al., 2006; Wu et al., 2004; Zheng et al., 2005). Recientemente,
se ha demostrado que IKKa media la fosforilacion tanto de AIB1 como de
ERa en respuesta a estrégenos para activar la expresion de ciclina D1 y
promover el ciclo celular (Park et al., 2005) (Fig. 6). Sin embargo, el
promotor de la ciclina D1 no esta regulado unicamente por ERa, sino
también por NF-kB (Cao et al., 2001), de manera que seria probable que
AIB1 pudiera activar la expresion de esta ciclina a través de diferentes vias.
Cabe destacar que IKK también puede activarse por AKT, llegando hasta la
activacion de NF-kB (Ozes et al., 1999; Romashkova and Makarov, 1999).
Debido a que la sobreexpresion de AIB1 aumenta la actividad AKT, éste
podria representar otro posible mecanismo por el cual AIB1 promoveria la
expresion de la ciclina D1 y la progresién en el ciclo celular (Fig. 6).

Todas estas observaciones indican que tanto la sobreexpresion de
AIB1 como la exposicion de las células tumorales a estrégenos y/o
citoquinas promueven la actividad oncogénica de AlIB1, aumentando su
nivel de fosforilacion en el nucleo y potenciando su capacidad de

coactivacion.

5.2.2.3. El ciclo celular y AIB1

El ciclo celular es un proceso altamente regulado por el cual las
células duplican su material genético para repartirlo entre dos células hijas.
Este proceso consta de 4 fases (G1, S, G2 y mitosis o fase M) e implica un
complejo y dinamico programa transcripcional durante el cual se van

expresando las ciclinas, quinasas dependientes de ciclina (Cdks),
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reguladores de los puntos de control o “checkpoints” y proteinas de
replicacion y reparacion del DNA. Segun las sefales extra e intracelulares
la célula decide si va a dividirse o no. La via Rb/E2F1 regula la transicion
G1/S y constituye el mecanismo regulador clave del ciclo celular (Fang and
Han, 2006) (Fig. 7).
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Figura 7: El ciclo celular. Senalizacion por Rb/E2F1. En un principio, E2F1 esta
asociado a la proteina supresora de tumores Rb (retinoblastoma). Tras la
estimulacion por factores mitogénicos se activa la expresién de la ciclina D1. A
continuacion, esta ciclina se asocia con Cdks y el complejo fosforila a Rb, inhibiendo
su interaccion con E2F1. Esta liberacion permite a E2F1 iniciar la expresion de una
serie de moléculas necesarias para la progresidon en la fase de sintesis o fase S.
Cada fase del ciclo esta regulada por un complejo Cdk-ciclina y sus correspondientes
inhibidores (familias CIP/KIP e INK). En general, la actividad Cdk termina cuando se
degrada su ciclina correspondiente. Después de la mitosis, la proteina Rb es
desfosforilada para poder secuestrar de nuevo al factor E2F1, entrando en fase de
quiescencia o fase GO. El ciclo no comenzara hasta la llegada de una nueva sefal
mitogénica.
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Debido a que tanto la ciclina D1 como E2F1 son dos iniciadores
cruciales del ciclo, no es sorprendente encontrarlos frecuentemente
alterados en cancer (Gillett et al., 1994; Zhang et al., 2000).

Uno de los principales genes diana de ER es la ciclina D1
(Doisneau-Sixou et al., 2003). Se ha demostrado que la sobreexpresion de
AIB1 puede promover la capacidad de ER para interaccionar con el
promotor de la ciclina D1 de manera dependiente de estrogenos (Park et al.,
2005; Planas-Silva et al.,, 2001). Sin embargo, existen tumores ER-
negativos que también sobreexpresan ciclina D1, lo que indica que su
expresion podria estar regulada por varias vias. Apoyando esta idea, en
ciertas lineas celulares derivadas de carcinomas mamarios, la expresiéon de
ciclina D1 puede inducirse por suero de manera mas potente que por
estrégenos (Planas-Silva et al., 1999). Ademas, el promotor de la ciclina D1
puede ser regulado por diversos factores de transcripcion, incluyendo ER,
STATs, AP-1 y NF-kB (Klein and Assoian, 2008). Por tanto, AIB1 también
podria promover el ciclo celular actuando como coactivador de AP-1 (Yan
et al., 2006) y de NF-kB (Wu et al., 2002) (Fig. 6).

Parece claro que AIB1 juega un papel importante a la hora de
coactivar la expresion de la ciclina D1. El estudio con animales y con lineas
celulares confirma esta observacion. La delecién de AIB1 en ratones resulta
en niveles mas bajos de ciclina D1 en comparacion con los animales
silvestres (Fereshteh et al., 2008; Kuang et al., 2005). Y en lineas celulares,
el silenciamiento de AIB1 también produce una disminucién de los niveles
de esta ciclina (Oh et al., 2004; Zou et al., 2006). Estos estudios sugieren
que AIB1 puede conferir una ventaja en el crecimiento celular al aumentar
la expresion de reguladores del ciclo como la ciclina D1. La sobreexpresion
de ciclina D1 podria representar uno de los primeros pasos en la progresion
del cancer inducida por AlB1.

La funcién de AIB1 en el ciclo celular no se restringe simplemente al

inicio de éste. Se ha observado que el silenciamiento de AIB1 en lineas
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celulares disminuye la poblacidon de células en fase S con el simultaneo
aumento de células en GO/G1 (Louie et al., 2006). Por el contrario, la
sobreexpresion de AIB1 en lineas celulares de cancer de mama ER-
positivas aumenta la proliferacion incluso en presencia de antiestrogénicos
(Louie et al., 2004). Ademas, se ha visto que AIB1 es reclutado junto a
E2F1 a los promotores diana de este factor de transcripcion, incluyendo los
promotores de ciclinas E y A, Cdk2, p107 y el mismo E2F1, y que este
reclutamiento aumenta a medida que las células entran en fase S (Louie et
al., 2006). Cabe destacar que el promotor de AIB1 también puede estar
regulado por el complejo E2F1-AIB1 (Mussi et al., 2006). Los resultados
anteriores indican que AIB1 también desempefa un papel en la progresion
del ciclo a través de la coactivacion de E2F1. Por este mecanismo su
sobreexpresion podria promover proliferacién y crecimiento tumoral de

manera independiente de estrégenos.

5.2.3. MECANISMOS DE INVASION

En la progresion tumoral las células cancerosas adquieren la
capacidad de migrar, invadir los tejidos cercanos al tumor, alcanzar los
vasos sanguineos y/o linfaticos y colonizar tejidos distantes. Un evento
importante en este proceso es la transicién epitelio-mesénquima o EMT.
Durante la EMT, las células epiteliales reprimen la expresiéon de E-
cadherina, lo que les hace perder la adhesion que existe entre ellas y
adquirir capacidad de migracién. Se conocen varios factores de
transcripcion, como Twist y Snail, que reprimen la expresion de esta
cadherina (Huber et al., 2005; Yang et al., 2004). Sin embargo, para que la
migracion y la invasién sean posibles, las células también deben adquirir la
capacidad de destruir barreras biolégicas, como la membrana basal. Este
proposito puede alcanzarse gracias a la accion de metaloproteasas (MMPs)

que degradan proteinas de la matriz extracelular (ECMs).
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La primera observacion que sugeria un papel para AIB1 en la
motilidad celular y la invasién fue hecha en Drosophila (Bai et al., 2000). Se
demostréo que mutaciones en Taiman, ortélogo de AIB1 en Drosophila,
causaba defectos de migracion de las células del borde del ovario. Un
estudio complementario reveld que las células MCF-7 respondian al
tratamiento con 17-B-estradiol extendiendo lamelipodios y que este
comportamiento era blogueado en presencia de antiestrégenicos
(DePasquale, 1999). Estas observaciones indicaban que los esteroides
podian estimular el comportamiento invasivo de las células. En los ultimos
anos, se han hecho grandes esfuerzos para determinar los mecanismos por
los cuales los coactivadores de receptores esteroideos afectan estos
procesos.

Estudios clinicos han demostrado que AIB1 no sélo esta implicado
en proliferacion celular, sino que también es importante en la invasion y la
metastasis (Henke et al., 2004; Hudelist et al., 2003; Liu et al., 2008; Wang
et al., 2002; Xie et al., 2005). Un estudio reciente ha correlacionado a AIB1
con niveles elevados de Smad-2 (proteina efectora en la sefializacion por
TGF-a) y los marcadores de EMT, B-catenina, Twist y vimentina (Kajiro et
al., 2009). Por tanto, la sobreexpresion de AlB1 podria conferir una ventaja
invasiva a través de la expresion de Twist. A diferencia de AIB1, SRC-1 no
afecta ni a la iniciacion ni al crecimiento tumoral, sin embargo, parece tener
importancia en metastasis. De acuerdo con esto, su deplecién en el modelo
murino de metastasis a pulmén PyMT (SRC-1"/PyMT) provoca una
drastica disminucién de la intravasacion de las células tumorales y un
blogueo de las metastasis (Wang et al., 2009). Ademas, SRC-1
correlaciona de manera inversa con E-cadherina y potencia la expresion de
Twist mediada por el factor de transcripcion PEA3 (miembro de la familia de
factores de transcripcion Ets) (Qin et al., 2009). Estas observaciones

indican que tanto SRC-1 como AIB1 pueden promover la EMT y la invasion.
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En cuanto a la destruccion de barreras bioldgicas, se ha visto que la
sobreexpresion de AIB1 incrementa la expresion de MMP-7, MMP-10,
MMP-2 y MMP-13 en lineas celulares de cancer de mama y de préstata a
través de los factores de transcripcion AP-1 y PEA3 (Li et al., 2008b; Yan et
al., 2008). En especimenes de cancer de mama se ha correlacionado de
manera positiva la expresion de AIB1, PEA3, MMP-2 y MMP-9 (Qin et al.,
2008). Por otro lado, en las lineas celulares derivadas de modelos murinos
PyMT AIB1™" se han visto niveles mas bajos de MMP-2 y MMP-9 que en las
lineas derivadas de ratones AIB1** (Qin et al., 2008). Recientemente, AlB1
también ha sido asociado a ER81 (otro miembro de la familia Ets). La
interaccion con este factor de transcripcion promueve la expresion de MMP-
1 (Goel and Janknecht, 2004). En este proceso esta implicado el receptor
HER2/neu que activa a ER81 y a sus coactivadores, AIB1 y p300,
facilitando la transcripcion mediada por este factor (Fig. 6). Cabe destacar
que el promotor de HER2/neu tiene sitios de unién para Ets (Hurst, 2001).
Puesto que AIB1 puede coactivar esta familia de factores, podria existir una
implicacion directa de la sobreexpresion de AIB1 en la sobreexpresion de
HER2/neu vy, por tanto, en el desarrollo de resistencia endocrina de ciertos
tumores.

Parece que los elevados niveles de AIB1 juegan un papel en la
invasion y en la metastasis, ademas de en la proliferacion y el crecimiento
tumoral. El bloqueo del eje PEA3/AIB1 o ER81/AIB1 en cancer podria
representar una buena aproximacion para controlar la invasion y la

progresion de esta enfermedad.

A modo de resumen, un gran numero de resultados revelan la clara
capacidad oncogénica de AIB1. La amplificacion y/o sobreexpresion de
este coactivador ocurre en una gran variedad de tumores. En animales,

esta sobreexpresion es suficiente para iniciar la tumorigénesis y, por el
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contrario, la deficiencia de este factor protege frente a la aparicion de
tumores. Los mecanismos por los cuales AIB1 promueve el inicio, la
progresion del cancer y la resistencia endocrina implican diversas vias de
sefializacion, incluyendo la sefalizacion por ER, la via IGF/PI3K/AKT, la via
HERZ2, y la sefalizacién por NF-kB, E2F1 y Ets. Una posible secuencia en
la evolucion de un tumor de mama ER-positivo podria ser la siguiente: 1-
durante el inicio del cancer, AIB1 coactivaria la funcién de ER al
interaccionar con este receptor unido a su ligando; 2- a medida que el
tumor progresara, la amplificacion y la sobreexpresiéon de AIB1 podria
aumentar los niveles de componentes de la via IGF/PI3K/AKT y activar la
sefializacion por HER2/neu; 3- elevados niveles de AKT y de HER2/neu
activos podrian estimular la fosforilacion de ER y de AIB1, resultando en un
aumento de la transcripcién mediada por ER de manera independiente de
hormona; 4- los altos niveles de AIB1 también podrian potenciar la funcion
de E2F1, aumentando aun mas los niveles de este coactivador y
promoviendo la progresion en el ciclo celular; 5- la represion de E-
cadherina empezaria a ser efectiva y comenzaria la EMT; 6- la expresion
de MMPs mediada por PEA3 y ER81 favoreceria la invasion y, finalmente,

la expresion de genes como Twist mediaria la metastasis.

6. La sobreexpresion de AIB1 y HER2/neu correlaciona con

resistencia a la terapia endocrina

Las terapias endocrinas actuales en cancer de mama se basan
principalmente en el bloqueo de la sefalizacion por el receptor de
estrégenos (ER). Se siguen diversas estrategias: 1- disminuir los niveles de
estrogenos con inhibidores de aromatasa, como el letrozol o el astrozol; 2-
antagonizar la funcion de ER mediante antiestrogénicos, como el
tamoxifeno; o 3- con antiestrogénicos puros como el raloxifeno y el

fulvestrant.
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Desde el afio 1970, el tamoxifeno ha sido la terapia estandar para
mujeres con tumores de mama ER-positivos. El tamoxifeno es un
modulador selectivo de ER (SERM) que inhibe de manera competitiva la
union de los estrogenos a este receptor. Este compuesto y otros SERMs
influencian la funcion de ER sin interferir en la capacidad de dimerizacién y
union al DNA. Sin embargo, la conformacion que adopta el ER cuando esta
acomplejado con tamoxifeno hace que se una un grupo de moléculas
reguladoras distinto al que une cuando se acompleja con estrogenos
(Shang et al., 2000). Dependiendo del tejido o del gen, el tamoxifeno puede
tener efectos agonistas o antagonistas, por ejemplo, es agonista en hueso
y endometrio, mientras que es antagonista en glandula mamaria. El balance
de la actividad agonista/antagonista de este modulador puede estar
relacionado en parte con la cantidad de correpresores y coactivadores en la
célula. De esta manera, la abundancia de coactivadores podria aumentar la
actividad agonista, mientras que la abundancia de correpresores
incrementaria la actividad antagonica (Smith et al., 1997).

El uso del tamoxifeno es probablemente una de las primeras
razones por las que ha disminuido la mortalidad por cancer de mama en la
ultima década. Desafortunadamente, mas de un 30% de los canceres de
mama no responden al tamoxifeno, a pesar de ser ER-positivos y, por otra
parte, pacientes que inicialmente respondian acaban por desarrollar
resistencia. Por suerte, los tumores resistentes a menudo responden a una
segunda linea de terapia (Howell et al., 1995; Osborne et al., 2005).

Es importante destacar que el desarrollo de la resistencia a
tamoxifeno esta muy relacionado con la sobreexpresion de AIB1 y
HER2/neu (Bouras et al., 2001; Kirkegaard et al., 2007; Osborne et al.,
2003). Tanto ER como AIB1 pueden ser fosforilados y activados por las
MAP quinasas ERK1,2; por tanto, altos niveles de AIB1 activo podrian
reducir los efectos antagonistas del tamoxifeno, especialmente en tumores

que sobreexpresaran HER2/neu (Fig. 8). Aunque los mecanismos exactos
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de la resistencia no estan del todo claros, se piensa que la activacion de ER
de manera independiente de ligando por MAPKSs, que ha su vez han sido
activadas por la sefalizacion de HER2, contribuye en gran medida (Glaros
et al.,, 2006; Osborne and Schiff, 2003). El posible fallo de la actividad
antitumoral del tamoxifeno puede ser, por tanto, determinado a través de
los niveles de AIB1 y HER2/neu (Schiff et al., 2003). Recientemente, SRC-1
también ha sido implicado en resistencia al tratamiento endocrino (Fleming
et al.,, 2004; Redmond et al., 2009). Todavia no se ha estudiado si los
niveles de AIB1 y HER2/neu afectan al éxito clinico del fulvestrant. Sin
embargo, la resistencia a inhibidores de aromatasa comparte elementos
comunes con la resistencia al tamoxifeno (Belosay et al., 2006; Shin et al.,
2006).

Tamoxifeno =l

ﬂ Actividad
x <¢ antagonista
ﬂl Actividad
Senfializacion por factores agonista

de crecimiento
(HER2/neu)

Figura 8: “Cross-talk” entre sefalizacion por factores de crecimiento y
sefalizacion por ER. La sefalizacion por factores de crecimiento puede aumentar
la activacion de ER y coactivadores como AIB1, resultando en un incremento de la
actividad agonista del tamoxifeno. La combinacién de terapias endocrinas con
terapias que incluyan inhibidores especificos de la funcion de AIB1 y/o de quinasas
implicadas en resistencia seria una aproximacion prometedora en el tratamiento del
cancer.

Los mecanismos que desencadenan la resistencia endocrina son

probablemente multifactoriales. Es necesario contrastar mas informacion
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para poder tener una vision general sobre cémo AIB1 esta implicado en
estos mecanismos, con el propésito de poder disponer de terapias para
controlar el crecimiento y la extensiéon de un tumor sin que la resistencia

suponga un obstaculo.

7. Regulacion de los niveles y de la actividad de AlB1
7.1. Niveles celulares de AIB1

Debido a la capacidad oncogénica de AIB1, las células normales
controlan cuidadosamente la concentracion celular de este coactivador a
través de un complejo sistema.

A nivel de RNA mensajero (MRNA), el promotor de AIB1 se
encuentra regulado por los factores de transcripcion E2F1 y Sp1 (Hsia et al.,
2010; Louie et al., 2006; Mussi et al., 2006). Puesto que AIB1 es capaz de
coactivar a E2F1, seria logico adivinar que pudiera regularse a si mismo.
Esta prediccion se confirma al encontrar a AIB1 reclutado a su propio
promotor (Louie et al., 2006; Mussi et al., 2006). Estos resultados son
importantes, ya que se crea una retroalimentacion positiva entre altos
niveles de AIB1 y una sobreactivada funcién de E2F1 que puede alterar la
expresion de numerosos genes implicados en ciclo celular y, ademas,
puede explicar la resistencia a la terapia endocrina que desarrollan algunos
tumores.

Los estrogenos también pueden regular los niveles totales de
mRNA de AIB1. En células MCF-7 se ha visto que el 17-3-estradiol bloquea
la transcripcion de AIB1 y que esta inhibicion es revertida tras la adicion de
antiestrogénicos o de acido retinoico (Lauritsen et al., 2002). Este efecto
puede tener gran importancia para la progresion del cancer y para explicar
la resistencia endocrina al aumentar los niveles de AIB1 en presencia de
antiestrogénicos.

Finalmente, la expresién de AIB1 puede ser controlada por

microRNAs (miRNAs) enddgenos. Los miRNAs son pequefias moléculas de
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RNA de simple cadena que bloquean la expresion de los RNAs para los
que son complementarios. En particular, el microRNA Mir-17-5p tiene una
gran complementariedad con AIB1 y puede, por tanto, reducir su expresion
al inhibir su traduccion. En este sentido, se han encontrado bajos niveles de
expresion de Mir-17-5p en lineas de cancer de mama. Este hallazgo tiene
consecuencias patoldgicas, ya que al no controlarse la expresiéon de AlIB1
no se puede bloquear el crecimiento celular (Hossain et al., 2006).

En cuanto a proteina, estudios previos han implicado al proteasoma
en la regulacion del recambio de AIB1 (Lonard et al., 2000). El proteasoma
es un complejo proteico no lisosomico que se encarga de degradar
proteinas dafiadas, proteinas mal plegadas o proteinas cuya funcién ya no
es necesaria para la célula eucariotica. El corazén catalitico del proteasoma
(proteasoma 20S) consiste en una particula cilindrica formada por varias
subunidades a y B. La activacion de este complejo se consigue a través de
la unién, en ambos extremos, de la particula reguladora 19S (P700 o RC),
que forma el proteasoma 26S, o del regulador 11S (REG o PA28). A
diferencia del proteasoma REG, el proteasoma 26S reconoce y degrada
proteinas poliubicuitinadas. Por su parte, la ubicuitinacion es un proceso
que consume ATP y requiere 3 actividades enzimaticas para conjugar de
manera covalente moléculas de ubicuitina a las proteinas que van a ser
degradadas por el proteasoma (Fig. 9). Debido a que las ubicuitina ligasas
son las que aportan especificidad en este proceso, la regulacion de estas
enzimas juega un papel importante en la degradacion proteica in vivo.
Hasta la fecha, se conocen 3 ubicuitina ligasas para AlB1: E6AP, SCFFPwre
y CHIP (Kajiro et al., 2009; Mani et al., 2006; Wu et al., 2007). Sin embargo,
AIB1 también puede ser degradado por el proteasoma de manera
independiente de ubicuitina y de ATP (Li et al., 2006).
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Figura 9: Sistema ubicuitina-proteasoma. Las moléculas de ubicuitina se van
concatenando progresivamente a la proteina diana gracias a la accion de tres
enzimas: E1, enzima activadora de ubicuitina; E2, enzima conjugadora de
ubicuitina; E3, ubicuitina ligasa. Las proteinas poliubicuitinadas son reconocidas y
degradadas por el proteasoma 26S. Las moléculas de ubicuitina son recicladas.

7.2. Modificaciones postraduccionales y actividad de AlB1

Los niveles de AIB1 no son los Unicos determinantes en su funcion
oncogénica, las modificaciones postraduccionales también son relevantes.
Diversos estudios han demostrado que las vias de sefalizacion activadas
por hormonas, citoquinas y factores de crecimiento inducen multiples
modificaciones postraduccionales en AIB1, incluyendo acetilacion,
ubicuitinacion, sumoilacion, metilacion y fosforilacion. Estas modificaciones,
a menudo reversibles, pueden afectar la funcién de AIB1 al regular
interacciones proteina-proteina, la localizacién subcelular de este
coactivador y/o su estabilidad.

En el apartado anterior ya se vio que AIB1 es diana de ubicuitina
ligasas para ser marcado con ubicuitina y degradado por el proteasoma. A
través de un proceso parecido a la ubicuitinaciéon, este factor puede
marcarse también con una modificacion similar a la ubicuitina (SUMO). La

sumoilacion de AIB1, a diferencia de la sumoilacion de SRC-1 o TIF2,
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atenua su funcién (Wu et al., 2006). De la misma manera, la acetilacion
también puede reprimir la funcion de AIB1. Se ha demostrado que
CBP/p300 puede acetilar a AIB1, resultando en la disociacion del complejo
receptor nuclear-coactivador (Chen et al., 1999b). Por otra parte, la
metilacion impide la interaccion con CBP y con CARM-1 ademas de
aumentar la degradacion y el recambio de AIB1 (Feng et al., 2006; Naeem
et al., 2007). Tanto CBP como CARM-1 inician la transcripcion por
modificaciéon de histonas. Estas observaciones indican que ademas
estarian implicadas en la finalizacién de la transcripcion al comprometer la
actividad de AIB1. A diferencia de las modificaciones anteriores, la
fosforilacion generalmente activa la funcion de AlIB1.

La fosforilacion ha sido la modificacion postraduccional mas
estudiada en AIB1. Hasta la fecha se han descrito 11 sitios de fosforilacion:
T24, S101, S102, S505, S509, S543, S601, S857, S860, S867 e Y1357 (T,
treonina; S, serina; Y, tirosina) que pueden ser diana de una amplia
variedad de quinasas, incluyendo MAPKs, IKK, glucdgeno sintasa quinasa
(GSK3), caseina quinasa 16 (CK18), PKCC y c-Abl (Fig. 10).

En respuesta a factores de crecimiento se activa la cascada
RAS/MAPK que es responsable de la fosforilacion de un gran niamero de
sustratos, entre los que se encuentran AIB1 y ER. La fosforilacion de estos
factores aumenta su interaccion y el reclutamiento de CBP/p300, lo que
potencia la transcripcion mediada por el receptor esteroideo (Font de Mora
and Brown, 2000). ERK1,2 fosforilan las serinas S857 y S860 para enviar a
AIB1 al nucleo y facilitar la interacion con ER (Amazit et al., 2007). El TNF-a
induce la fosforilacion de AIB1 a través del complejo IKK. Esta fosforilacion
también aumenta la translocacion al nucleo, donde AIB1 interacciona y
media la expresion de genes dependientes de NF-kB (Wu et al., 2002). En
cuanto a la sefializacion por hormonas, el estradiol induce la fosforilacion
de la mayoria de los sitios diana, potenciando también la accion
coactivadora de AIB1 (Wu et al., 2004).
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En algunos casos, la fosforilacion no sélo regula la interaccion de
AIB1 con otros factores y su funcidén coactivadora, sino también su
estabilidad. Por ejemplo, la fosforilacion en S505 por GSK3 esta acoplada a
monoubicuitinacion y  posterior  poliubicuitinacion de AIB1. La
monoubicuitinaciéon de los residuos K723 y K786 de AIB1 promueve la
actividad transcripcional de ER, y la posterior poliubicuitinacion de estos
mismos residuos facilita el reconocimiento de AIB1 por el proteasoma (Wu
et al., 2007). La fosforilacion mediada por p38MAPK en respuesta a acido
retinoico desencadena una respuesta bifasica similar. Por un lado, regula
positivamente la transcripcion a través del control de la interacciéon entre
AIB1 y el receptor de acido retinoico a (RARa). Por otro lado, la
fosforilacion en S860 restringe esta actividad al promover la degradacion
especifica de AIB1 por el proteasoma (Gianni et al., 2006). Recientemente,
se han descrito dos fosforilaciones en S101 y S102 que también son
requeridas para la actividad de AIB1. La desfosforilacion de estos residuos
por la proteina fosfatasa 1 (PP1) inhibe la actividad de este coactivador y lo
estabiliza (Li et al., 2008a). Sin embargo, la fosforilacion también puede
tener el efecto contrario e inhibir la degradacion. Las quinasas PKCC y
CK16 fosforilan a AIB1 potenciando su funcion coactivadora e impidiendo
su degradacion por el proteasoma (Giamas et al., 2009; Yi et al., 2008).

Finalmente, se ha encontrado una fosforilacion en Y1357 que
puede ser inducida por estrégenos, EGF e IGF a través de la quinasa Abl
(Oh et al., 2008). Resulta de interés que esta fosforilacion ha sido detectada
en tumores de mama de ratones transgénicos HER2/neu y también en
tumores humanos, sugiriendo que la activacién de AIB1 por esta quinasa
puede tener un papel crucial en oncogénesis. Esta observacion es
importante, ya que la fosforilacion en Y1357 podria ser utilizada como
marcador para predecir la posible respuesta a la terapia con inhibidores de

Abl, como el imatinib (Gleevec), en cancer de mama.

54



INTRODUCCION

JNK ¥ p38MAPK

/'\
g C-ﬁ cAbl
GSK3 z ¢
1124 G015100 50555095543 S601 58575860 Sgayx’éé&{é’g}) 41153 Q’fl;% W 11‘124
| - |/\|3 [ T
&723 €789 710y
K629.K630
D bHLH Fosforilacion @ @ @
L] ras <> Metilacion )l iz
E A Acetilacion g?o':(’)l Fbw7a
I Motivos LXXLL () sumoilacion
Q] e © ubicuitinacion

poliglutaminas

Figura 10: Modificaciones postraduccionales en AIB1 y enzimas responsables
en la literatura.

8. Factores prondstico: inhibicion de AIB1 en terapia tumoral
Desde el descubrimiento y la caracterizacion de AIB1 en 1997 se
han realizado numerosos estudios para correlacionar este coactivador con
la progresion del cancer y con la respuesta a las terapias endocrinas. Como
factor pronédstico, los pacientes con tumores que sobreexpresan AlB1
presentan tiempos mas cortos de supervivencia y libres de enfermedad tras
la extirpacion del tumor (Harigopal et al., 2008; Zhao et al., 2003). La baja
expresion de reguladores negativos de ERa, como el correpresor NCOR1
(Girault et al., 2003) o los factores SAFB1 y SAFB2 (Hammerich-Hille et al.,
2009), también predice prondstico pobre en pacientes con cancer de mama.
En cuanto a la resistencia endocrina, la respuesta a tamoxifeno ha sido
asociada con la expresion de AIB1 en las células tumorales y varia
dependiendo de la coexpresion con otras moléculas, como HER2/neu, ERa
y el factor de transcripciéon PAX2 (Hurtado et al., 2008; lwase, 2006; Schiff
et al.,, 2003). Se ha demostrado que la reduccion de los niveles de AIB1

restablece los efectos antitumorales del tamoxifeno al eliminar Ia

55



INTRODUCCION

interferencia o “cross-talk” entre ER y HER2/neu (Su et al., 2008; Zhao et
al., 2009).

El estudio con ratones Neu o v-ras cruzados con knockouts de AlB1
demuestra una clara proteccion frente a la aparicion de tumores cuando
falta este coactivador (Fereshteh et al., 2008; Kuang et al., 2004). Por tanto,
AIB1 es necesario para la actividad oncogénica de HER2/neu y RAS. Es
razonable pensar que la disminucion de los niveles y/o la actividad de este
coactivador podrian mejorar el éxito de las terapias dirigidas a bloquear la
sefalizacion mediada por HER2/neu y RAS en cancer.

Varias aproximaciones preliminares han sido desarrolladas para
inhibir la acciéon de AIB1. Alternativamente al bloqueo de la funcién
estrogénica con antagonistas de ERa, se estan buscando moléculas que
compitan directamente con el sitio de unidon a SRCs (Gunther et al., 2009).
Con este proposito se ha disefiado un sistema de transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia (TR-FRET) para monitorizar la interaccién
de ER con AIB1 y con su ligando, y descubrir las moléculas que pueden
romper esta union. Los péptidos LXXLL podrian representar una nueva
clase de inhibidores de ERs (Shao et al., 2004a). Estas moléculas se unen
a la superficie de los ERs impidiendo que se unan las proteinas SRC y, por
tanto, bloquean la sefalizacion estrogénica. También se esta valorando la
posibilidad del uso de inhibidores de la union de ER al DNA, como la
disulfido benzamida (DIBA). Este compuesto bloquea la transactivacion
mediada por ERa, tanto dependiente como independiente de ligando, y
bloquea el crecimiento celular de tumores resistentes a tamoxifeno (Wang
et al.,, 2006). Estas moléculas podrian, por tanto, proporcionar una
alternativa a la terapia endocrina convencional. Finalmente, las terapias
basadas en los microRNAs (pequefias moléculas de simple cadena
parcialmente complementarias a una 0 a mas moléculas de mRNA) podrian
representar un nuevo horizonte en la lucha contra el cancer (Blenkiron and

Miska, 2007). Como se describid anteriormente, el microRNA Mir-17-5p
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puede reprimir la traduccion de AIB1 y, por tanto, bloquear el crecimiento
celular (Hossain et al., 2006). Se podrian desarrollar estrategias
encaminadas a inducir la expresion de estos microRNAs en tumores o
disefar sistemas de entrega de microRNAs sintéticos para disminuir la
concentracion celular de AIB1.

Estos ultimos avances apuntan con mucha probabilidad a que
durante la proxima década se desvelaran nuevas claves sobre la biologia
de AIB1 que ayudaran al desarrollo de nuevas aplicaciones con potencial

clinico.
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La hipdtesis planteada es que las vias de sefalizacién que regulan la
expresion, la localizacidon subcelular, la degradacion y las modificaciones
postraduccionales de AIB1 pueden constituir los mecanismos que regulan
la estabilidad y actividad de este coactivador y, por tanto, pueden dar lugar
a su sobreexpresion, aumentando de esta manera su capacidad
oncogénica. En base a esta hipotesis los objetivos principales de esta tesis

son:

e Estudiar la degradacion de AIB1 y, en concreto, el sistema
proteolitico implicado, lugar de la degradacion y factores y vias de

sefializacion que afectan la estabilidad de este coactivador.

e Caracterizar una nueva modificacién postraduccional de AIB1

especifica de mitosis.
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1. Métodos microbiolégicos
1.1. Crecimiento y conservacion de cepas bacterianas

Las cepas de Escherichia coli DH5a y BL21DE3 fueron crecidas a
37°C con agitacion en medio rico Luria Bertani (LB Broth Lennox) o en
placa con LB agar (Lennox) de Pronadisa. En los casos necesarios se
incluyé ampicilina (100 pug/ml) o kanamicina (50 pg/ml) en los medios de
cultivo, ambos antibidticos obtenidos de Sigma.

Las cepas bacterianas se conservaron a largo plazo a -80°C en

medio de crecimiento con glicerol al 20% (Sigma).

1.2. Transformacién bacteriana

Las transformaciones de células competentes de E. coli se llevaron
a cabo con 100 pl de células y, aproximadamente, 100 ng de DNA
plasmidico en tubos de poliestireno de 13 ml (Starstedt). Tras 15 minutos
en hielo, se dio un choque térmico a 37°C durante 45 segundos en un bafio
termostatizado para favorecer la introduccién del DNA exdgeno al interior
de las bacterias. Posteriormente, se afiadié 1 ml de medio LB sin ningun
tipo de seleccion, y las células se incubaron durante 1 hora a 37°C en
agitacion. Finalmente, las bacterias se sembraron en agar selectivo, y las

colonias se dejaron crecer durante un minimo de 16 horas a 37°C.

2. Cultivos de lineas celulares eucariotas
2.1. Crecimiento de lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas para la experimentacion estan
descritas en la tabla 2.

La manipulacion de las células eucariotas se llevd a cabo en
condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar tipo 2A de Telstar.
Los medios y reactivos de cultivo provienen de Gibco (Invitrogen) y las
placas de cultivo y pipetas de plastico estériles de Corning. Las lineas

celulares fueron mantenidas en una estufa de 37°C con una atmoésfera
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saturada de humedad compuesta por un 5% de CO,y un 95% de humedad
relativa (Thermo Electron Corporation). Todas las lineas fueron crecidas en
medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS), previamente

inactivado durante 30 minutos a 55°C en un bafio termostatizado de agua,

(Dulbecco’s modified Eagle’s Medium)

penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 ug/ml y L-glutamina 2 mM.

Tabla 2: Lineas celulares utilizadas en el estudio.

LINEA ESPECIE TEJIDO CARACTERISTICAS W

MCF-7

HelLa

HelLa
6xHis-
Ubicuitina

NCI-
H1299

A549

COs-1

E36-ts20

E36-ts20
+E1

Sf9

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Cercopithecus
aethiops

Cricetulus
griseus

Cricetulus
griseus

Spodoptera
frugiperda

Adenocarcinoma
de mama

Adenocarcinoma
de cérvix

Adenocarcinoma
de cérvix

Carcinoma de
pulmén no
microcitico

Carcinoma de
pulmoén

Rifén

Ovario

Ovario

Ovario de la
pupa
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Sobreexpresan AlB1 ATCC

Contienen
secuencias del virus

. ATCC
del papiloma humano
18
Laboratorio
Expresan ubicuitina de M.
marcada con cola de Rodriguez
histidinas CIC-
Biogune
No expresan p53 ATCC
Sobreexpresan AlB1 ATCC
Sistema de
expresion de ATCC
proteinas
recombinantes
Mutacion Laboratorio
; de M.
termosensible para .
E1 Piechaczyk
IGMM
Laboratorio
Contienen actividad de M.
E1 Piechaczyk
IGMM
Expresion de
proteinas mediante ATCC

infeccion con
baculovirus
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Las ceélulas se subcultivaron regularmente para mantener un
crecimiento exponencial. Para ello, se disocié la monocapa celular de
cultivos al 80% de confluencia con tripsina-EDTA durante 1 minuto a 37°C.
A continuacién, se resuspendieron las células en medio de cultivo y se
dividieron a una ratio de 1:5. Todos los experimentos fueron realizados con
cultivos de no mas de 20 pases.

El mantenimiento de lineas celulares a largo plazo se realizé por
criopreservacion. El precipitado de células obtenido de un cultivo en
crecimiento exponencial se resuspendié en FBS con un 12% de DMSO
(Sigma) y se guardd en criotubos estériles (Corning) en un contenedor de
poliestireno de Nalgene a -80°C.

Para contar células se utilizaron la camara de neubauer o
hemocitémetro y un microscopio 6ptico invertido (Leica DMIL). La cantidad
requerida de células se sembro en placas de 6 cm de diametro o en placas
de 6 pocillos, segun cada experimento.

La restricciéon de suero de las lineas celulares se llevd a cabo
cultivandolas en medio DMEM sin FBS durante 24 horas. Los cultivos en
ausencia de estrogenos se realizaron durante 10 dias en medio DMEM sin
rojo fenol (Gibco) suplementado con un 10% (v/v) de FBS tratado con
carbon activado y con dextrano (Hyclone) para eliminar los estrogenos y los
glucocorticoides.

Los tratamientos de los cultivos con inhibidores, hormonas y
moduladores especificos del receptor de estrogenos estan detallados en la
tabla 3.

La linea celular termosensible E36-ts20 fue crecida a 32°C. El
choque térmico se realizé durante 30 minutos a 42°C y, seguidamente, el

cultivo se mantuvo a 39°C durante toda la noche.
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Tabla 3: Principales reactivos utilizados en el estudio.

DESCRIPCION DE SU CASA
REACTIVO CONC. FINAL
uso COMERCIAL

Cicloheximida

17-B-Estradiol

4-hidroxi-
tamoxifeno

1CI1182780

Leptomicina B

MG132

Epoxomicina

LY294002

Triciribina Akt | V

Cloroquina
PD98059

Purvalanol A

Acido Okadaico

Caliculina A

Inhibicion sintesis de
proteinas

Induccién de la
transcripcién mediada por
ER

Represion de la
transcripcion mediada por
ER
Represion de la
transcripcién mediada por
ER
Inhibicion de la exportacion
nuclear
Inhibicién de la
degradacion por
proteasoma
Inhibicion de la
degradacion por
proteasoma

Inhibidor especifico de
PI3K

Inhibidor especifico de AKT

Inhibicion de la
degradacién lisosomal

Inhibicién de la via MEK

Inhibidor especifico de
Cdks

Inhibidor de proteina
fosfatasas

Inhibidor de PP2A y PP1

2.2. Transfeccion de DNA

10 pg/ml

10 nM o0 50 nM

10 uM

1 UM

10 ng/ml

20 pM

100 nM

50 M
40 uM
100 pM
20 pM
10 uM

0,2-1 pM

20 nM

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

AstraZeneca
Pharmaceuticals

Biomol

Biomol

Biomol

Cell Signaling
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Calbiochem

Biomol

Calbiochem

Las transfecciones transitorias de DNA se realizaron con células a

una confluencia superior al 60% mediante uno de los siguientes métodos:

e Lipofectamina LTX (Invitrogen), segun las instrucciones del
fabricante y a una ratio DNA:Lipofectamina de 1:3. La
mezcla se realiz6 en medio OptiMEM (Gibco). Se utilizd

para transfectar células MCF-7 y Hel a.
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e FuGene 6 (Roche), segun las instrucciones del fabricante y
a una ratio DNA:FuGene de 1:3. La mezcla se realizd en
medio sin FBS. Se utilizé para células COS-1.

A modo general, se tranfectaron de 2-3 ug de DNA en placas de 6
cm y entre 5-8 ug en las placas de 10 cm de didmetro. La expresion de los
plasmidos se examinod pasadas las 48 horas de la transfeccion.

Las lineas celulares estables se crecieron en presencia del
antibiotico de seleccion G418 200-400 ng/ml (Sigma).

3. Analisis del ciclo celular
3.1. Sincronizacion de células humanas transformadas

La sincronizacion celular es requerida para definir los mecanismos
reguladores que operan durante fases especificas del ciclo celular. La
sincronizacion de células se realizo utilizando diversos inhibidores (Tabla 4).
Los cultivos se sincronizaron en GO mediante la sustitucion del medio de
cultivo a otro sin FBS durante 24 horas. Posteriormente, se permitio la
progresion en ciclo reemplazando el medio de cultivo a medio completo en
presencia del inhibidor adecuado para cada fase. Todo el proceso se
realizé incubando las células a 37°C.

En algunos experimentos, tras el bloqueo en mitosis con nocodazol,
las células se lavaron y se incubaron durante un maximo de 5 horas en
DMEM completo sin inhibidor para promover su progresion a G1.

La monitorizacion de la sincronizacién se llevé a cabo mediante el
estudio de la expresion de diversas ciclinas por “western blot” y analizando

el ciclo celular en un citometro de flujo.
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Tabla 4: Inhibidores del ciclo celular.

CONC.Y CASA
INHIBIDOR BLOQUEO
TIEMPO COMERCIAL

Ciclosporina A FeEEe G0-G1 5 um, 16h Sigma-Aldrich
calcineurina
Wortmanina PI3K Final de G1 100 nM, 24 h Sigma-Aldrich
L-mimosina Rep"%aﬁ}f” el G1-S 400 pM,24h | Sigma-Aldrich
Hidroxiurea RIZELEEEE 6D S 5mM, 48 h Sigma-Aldrich
reductasa
Etopésido Vel G2-M 10 UM, 24 h Sigma-Aldrich

Polimerizacién . .
Nocodazol de microtibulos M 150 ng/ml, 17h Sigma-Aldrich

3.2. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

El analisis del ciclo celular se realizd por determinacion del
contenido de DNA de las células mediante tincion con yoduro de propidio,
un fluorocromo que se intercala en el DNA y RNA de doble cadena.

Tras la sincronizacion, la liberacién en ciclo y/o el tratamiento
requerido segun cada experimento, las células se lavaron dos veces con
PBS (NaCl 8 g/L, KCI 0,2 g/L, Na;HPO4 1,44 g/L, H,PO,4 0,24 g/L pH 7,4) y,
en el caso de estar adheridas, se tripsinizaron con tripsina “Tryple Express”
de Gibco. Seguidamente, las células se resuspendieron en PBS y se
centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos. El precipitado obtenido se
resuspendio en etanol al 70%, y la muestra se guardo a -20°C para permitir
la fijacidon y la permeabilizacion de las células. Unas 16 horas después, se
eliminoé el etanol mediante dos lavados con PBS, y las células se tifieron
con yoduro de propidio 5 pug/ml (Sigma) a 4°C durante 16 horas en ligera
agitacion y en oscuridad. La tincion se acompano de RNasa A 200 ug/ml
(Roche) para eliminar el RNA. Una vez tefidas, las células se analizaron en
un citémetro Cytomics FC500 (Beckam Coulter) que midié la fluorescencia
roja asociada al yoduro de propidio. Los resultados obtenidos se analizaron

mediante el programa WinMDI 2.8.
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4. Técnicas de DNA
4.1. Purificacion de DNA plasmidico

El DNA plasmidico empleado en los experimentos se obtuvo a partir
de cultivos de E. coli. La purificacion se realizé mediante cromatografia de
intercambio aniodnico, utilizando el sistema “Mini QlAprep Spin Miniprep” de
Qiagen para la obtencién de DNA a pequefia escala, o el sistema “JETstar
Plasmid Purification MAXI” de Genomed para la purificacién a gran escala.
El DNA plasmidico obtenido se cuantificO en un espectrofotometro
nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).

4.2. Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA mediante electroforesis fue
realizada a una concentracion de agarosa que variaba entre el 0.8 y el 2%
en funcién del tamafio del fragmento a analizar. El tampdén empleado para
la electroforesis fue TAE (Tris-HCI 40 mM, &cido acético 30 mM y EDTA 1
mM, pH 7,6) y el tampdn de carga “Blue/Orange 6X Loading Dye” de
Promega. Los geles de agarosa se prepararon con TAE conteniendo
bromuro de etidio 0,5 pug/ml (Invitrogen). Los marcadores de peso molecular
utilizados fueron Lambda DNA/Hind Il (Invitrogen) y phiX174/Hae Il
(Promega). El DNA resuelto en el gel de agarosa se visualizé en un

transiluminador de luz ultravioleta (Bio-Rad).

4.3. Amplificaciéon por PCR

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar
DNA se realizaron con la GoTag DNA polimerasa de Promega o con la Pwo
DNA polimerasa de Roche y con dNTP’s de Roche en un termociclador de
Eppendorf.

Los fragmentos resultantes se purificaron por los sistemas “QIAEX Il
Gel Extraction” o “QlAquick PCR Purification”, ambos de Qiagen.
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4.4. Generacion de plasmidos de DNA recombinante

Las construcciones de DNA utilizadas estan descritas en la tabla 5.
Los distintos insertos se generaron a partir de PCR o por fragmentacion de
genes clonados en otros plasmidos con enzimas de restriccion. Los insertos
de interés fueron purificados por gel (Qiagen). Las digestiones de DNA se
realizaron con enzimas de restriccion de New Englands Biolabs y se
purificaron en columnas de Qiagen. Las reacciones de ligacion se llevaron
a cabo con la enzima T4 ligasa (New England Biolabs) con un contenido de
DNA total no superior a 150 ng. La proporciéon molar utilizada fue de 1:3
(plasmido:inserto), excepto cuando los tamafios del plasmido y del inserto
eran similares, en cuyo caso fue de 1:6 (plasmido:inserto). Las
construcciones asi obtenidas se transformaron en bacterias competentes, y

se seleccionaron colonias con el antibiético adecuado.

4.5. Mutagénesis dirigida

La insercién de mutaciones puntuales en construcciones de DNA
plasmidico se realizdé con el sistema “QuikChange Site-Directed
Mutagenesis”, siguiendo las indicaciones de Stratagene. Para ello, se utilizé
un plasmido de doble cadena y oligonucledtidos sintéticos (Sigma)
complementarios para cada una de las cadenas que contenian la mutacion
deseada (Tabla 6). Tras una reaccién de PCR mediante la polimerasa Pfu
Turbo, se obtuvieron los plasmidos mutantes. La eliminacion del DNA
parental se llevé a cabo mediante tratamiento con Dpnl (New Englands
Biolabs) durante 2 horas a 37°C. Los plasmidos se amplificaron en
bacterias DH5a en presencia del antibiético adecuado. Las mutaciones se
verificaron por secuenciacion en el servicio de secuenciacion del Centro de

Investigacion Principe Felipe.
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Tabla 5: Construcciones de DNA recombinante utilizadas.

. SITIOS DE
PLASMIDO INSERTO S —— PROCEDENCIA
RESTRICCION

pCMX-Gal4-DBD
pCMX-Gal4-DBD
pCMX-Gal4-DBD

pCMX-Gal4-DBD
pCMX-Gal4-DBD

pCMX-Gal4-DBD
pCMX-Gal4-DBD
pCMX-Gal4-DBD

pCEFL-AU5

pCEFL-AU5

pFASTBac HTa

pSSK-HA
pCMV-HA

pBABE

5xUAS-
Luciferase

ERE2-tk-
Luciferase

tk-LacZ

AIB1 (RAC3)
AIB1 556-1424
AIB1 673-1424

AlB1 578-1131
AlB1 980-1424

AIB1 1133-1424
AlB1 1210-1424
VP-16

AlB1

hZNRF2

AlB1
Ubicuitina
Akt(E40K)

hERa

Luciferasa

Luciferasa

B-galactosidasa

Nhel
Sspl/Nhel
BamHI/Nhel

Bglll/Nhel
Sall/Nhel

EcoRI/BamHI
EcoRI/BamHI

Bglll/EcoRl;
Bglll/Mfel

Bglll/EcoRl

EcoRl/Sall;
Mfel/Sall
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construccion propia a

partir de pPCMX RACS3,

D. Chen
construccioén propia

construccién propia por

PCR de pcDNA
3.1+AIB1, P. Meltzer

construccion propia

construccién propia por

PCR de RAC3
construccioén propia
construccion propia

P. Puigserver

construccién propia por

PCR de pcDNA
3.1+AIB1, P. Meltzer

construccién propia por
PCR de FCIV ZNRF2,

J. Milbrandt

construccién propia por

PCR de pcDNA
3.1+AIB1, P. Meltzer

P.K. Vogt (Scripps
Research Institute)
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Tabla 6: Mutaciones dirigidas generadas.

CONSTRUCCION MUTACION OLIGONUCLEOTIDOS

5'CTCATGGCACTCAAAATCTGCCT

pCMX-Gal4-DBD-AIB1 R1027L e vyalls
5GTTTTTGAATCAGAGCCTACAGG
pCMX-Gal4-DBD-AIB1 R1188L Jvicalipinaet
5GGGACGGAAATGTTGTCAGGCA
pCMX-Gal4-DBD-AIB1 K723R v eadppalbdACLvoN
5GAGAAAGACCCTAAAATTAGGA
pCMX-Gal4-DBD-AIB1 K786R AN A rrsspels
5 GCCGACAGGCACTTGAATTGAG
pCMX-Gal4-DBD-AIB1 K1194R AT L oy
N S728A 5'GTCAAGCAGGAGCAGCTAGCTC
P S CTAAGAAGAAGGAGAAT3'
5GTCAAGCAGGAGCAGCTAGAAC
o A L SAIE CTAAGAAGAAGGAGAAT'
5 GAGAATAATGCACTTCTTGCATA
PGEXAT-3-AIB1 (693- CCTGCTGGACAGGGAT?
933) RILa 5TGCACTTCTTGCATACGCGCTG
GACAGGGATGATCS'
pg;’;““%ﬁ';?_ggf" SB60A 5AGCAGTGTCTCTGGATGCCCCT
DEDAIBT GTTTCTGTTGGC3
PGEX4T-3-AIB1 (693- S867A 5GCCCTGTTTCTGTTGGCTCAGC
933) TCCTCCAGTAAAAAATATCS'

5. Técnicas de RNA
5.1. Extraccion y purificacion de RNA

Cada placa de cultivo de 6 cm se lavd dos veces con 2 ml de PBS,
y el ultimo lavado se recogié completamente. Sobre la superficie de la placa
se afiadieron 500 pl de TRIzol (Invitrogen). Tras homogenizar la muestra
con la pipeta, se transfiri6 a tubo eppendorf, y se afiadieron 100 ul de
cloroformo (Merck). La mezcla se agitdé vigorosamente durante 30
segundos y se dejé reposar 5 minutos antes de ser centrifugada a 4°C
durante 15 minutos a maxima velocidad con objeto de separar la fase
organica de la fase acuosa. EI RNA se precipitd de la fase acuosa mediante
la adicién de 250 pl de isopropanol (Merck), dejandolo reposar 10 minutos a

temperatura ambiente y centrifugando durante 10 minutos a 14.000 rpm. El
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precipitado se lavo con etanol al 70%, se resuspendié en tampdn de DNasa
y se traté con 20 unidades de DNasa | (Takara) durante 30 minutos a 37°C
para eliminar trazas de DNA. Finalmente, el RNA se purifico con el sistema
RNeasy de Qiagen, se cuantifico en un espectofotdmetro nanodrop y se
guardd a -80°C hasta su uso. Todo el material utilizado para la

manipulacion de RNA estaba libre de RNasas.

5.2. Transcripciéon inversa: RT-PCR semicuantitativa y RT-PCR en
tiempo real

La transcripcion inversa de los RNAs aislados se realizé mediante el
sistema “SuperScript First-Strand Synthesis” de Invitrogen. Se preparé una
mezcla con 1.5 ug de RNA total, 1l de oligo(dT),s, 1ul de dNTPs 10 mM y
agua tratada DEPC (0,1% de pirocarbonatos de dietilo) de Ambion hasta 10
pl de volumen final. EI RNA se desnaturalizé durante 5 minutos a 65°C e,
inmediatamente después, se enfri6 en hielo durante 1 minuto. A
continuacion, se anadieron 2ul de tampon de reaccion 10X, 4 ul de MgCly,
2 ul de DTT y 1 yl de RNasa out, y la muestra se incubd 2 minutos a 42°C.
Seguidamente, se adiciono la polimerasa SuperScript Il y se incub6 a 42°C
durante 50 minutos mas. Las reacciones se terminaron a 70°C durante 15
minutos. La muestra se traté con RNasa H a 37°C durante 20 minutos con
objeto de eliminar cualquier resto de RNA. Todo el programa se realizé en
un termociclador Eppendorf. Los cDNAs obtenidos se guardaron a -80°C
hasta su utilizacion.

El analisis de la expresion de genes se realizd por PCR
semicuantitativa a partir de los cDNAs mediante oligonucledtidos sintéticos
especificos: AIB1 5GGCCAGTGATTCACGAAAACG3’ y
5ACTTTCCTGCTCCCGTCTCC3; y GAPDH
5’ ACCACAGTCCATGCCATCAC3 y 5TCCACCACCCTGTTGCTGTASZ'.
Las reacciones de amplificacion se realizaron por ftriplicado. Las

intensidades de las bandas se cuantificaron mediante el programa Quantity
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One (Bio-Rad) y se normalizaron a los niveles de GAPDH como gen de
control interno.

Para la PCR en tiempo real se utilizé “SYBR green supermix” de
Bio-Rad. Cada muestra se analizo por triplicado con 20 ng de cDNA. La

amplificacion se realizé con oligonucledtidos especificos para los genes de

interés: SIP 5’AGCCAGGAGGTGGTGGAGAC3’ y
5CTCGGCCTGTGCTCTTCTCAS'; e importina a3
5ATAAGGGGGATTTTGGCACTCAZ’ y

5CTCCAGCCCTCCACATTCTTCT3'. Los oligonucledtidos para el control
interno GAPDH fueron los mismos que para la PCR semicuantitativa. La
amplificacion se realizé6 en un termociclador Opticon de Bio-Rad, y la
expresion relativa de cada gen se evalud con el programa MJ Opticon

Monitor.

6. Técnicas de proteinas
6.1. Obtencioén de extractos totales de proteinas

Las placas Petri de cultivos celulares se lavaron cuidadosamente
con PBS frio y se mantuvieron sobre hielo recogiendo exhaustivamente el
ultimo lavado. Seguidamente, se anadid sobre la placa el tampon de lisis
compuesto por: Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, cloruro sédico 300 mM, fluoruro
sodico 1 mM, NaEDTA 1mM, EGTA 1mM, pB-glicerolfosfato 1mM,
ortovanadato sédico 1mM, Triton X-100 1%, AEBSF 1mM (Roche) y un
coctel de inhibidores de proteasas de Roche. Todos los reactivos anteriores
fueron obtenidos de Sigma, a excepcion de los especificados y del Triton X-
100 que provenia de Merck. Se raspd la superficie de la placa con una
espatula (Corning) en presencia del tampén de lisis, y la mezcla se
transfirié a un tubo eppendorf previamente enfriado en hielo. Los lisados se
mantuvieron en hielo durante 15 minutos y se agitaron vigorosamente en
vortex (VWR International) durante 10 segundos a intervalos de 2-3 minutos.

Finalmente, el extracto obtenido tras una centrifugacion de 15 minutos a
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4°C y a 14.000 rpm se cuantificd por el método Bradford (Bio-Rad) en un
espectrofotometro de la marca eppendorf, empleando como curva patron
controles de concentracion conocida de albumina del suero bovino (BSA;

Sigma).

6.2. Extraccion y purificacion de proteinas en condiciones
desnaturalizantes

Para el estudio de poliubicuitinacion se utilizaron condiciones
desnaturalizantes durante la purificacion de proteinas ubicuitinadas con el
fin de impedir cualquier actividad desubicuitinasa presente en los extractos.
El clon de células HelLa expresando de manera estable ubicuitina con una
extension de 6 histidinas (HelLa 6xHis-Ubicuitina) se recogié y lisé en
tampon de lisis desnaturalizante compuesto por: Guanidinio-HCI 6 M,
Na;HPO4/NaH,PO4 0,1 M, Tris-HCI 0,1 M, pH 8 (1 ml de tampdn/placa de
10 cm de diametro). Seguidamente, el extracto se sonicé durante 30
segundos a maxima amplitud (Microson Ultrasonic Cell Disruptor) y se
centrifugé durante 15 minutos a maxima velocidad. Como control, un
volumen de 50 ul del extracto se precipité con acido tricloroacético. El resto
del volumen se diluy6 1:1 en PBS y se incubd con 25 pl de microesferas de
Ni**-NTA-Agarosa (Qiagen) en presencia de Imidazol 10 mM (Merck),
AEBSF 1mM, MG132 20 uM, N-etilmaleimida 10 mM (Sigma) y ubicuitina-
aldehido 5 nM (Santa Cruz Biotechnology) durante 2 horas a temperatura
ambiente y en balanceo continuo. Transcurrido el tiempo de incubacion, las
microesferas se lavaron secuencialmente con diferentes tampones. Un
lavado con tampon de lisis suplementado con Imidazol 10 mM; otro lavado
con una solucién compuesta por: Urea 8 M (Merck), Na,HPO4/NaH,PO4 0,1
M, Imidazol 10 mM y Tris-HCI 0,01 M, pH 8; dos lavados mas con un
tampon compuesto por: Urea 8 M, Na,HPO,/NaH,PO,4 0,1 M, Imidazol 10
mM y Tris-HCI 0,01 M, pH 6,3 suplementado con Triton X-100 0.2%; y un

ultimo lavado con el mismo tampdn anterior, pero sin Triton. Finalmente, las
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proteinas fueron eluidas afadiendo 80 ul de solucién solubilizadora de
Laemmli 1X [glicerol 10%, SDS 1%, Tris-HCI 50 mM, pH 6,8, azul de
bromofenol 0,0625% (Merck) y B-mercaptoetanol 2,5%]. Todos los
reactivos utilizados para la elaboracién de los tampones, excepto los

especificados, fueron adquiridos de Sigma.

6.3. Fraccionamiento subcelular citosol/nucleo

Para los fraccionamientos subcelulares, las células se lavaron, se
recogieron en PBS frio con la ayuda de una espatula y, seguidamente, se
centrifugaron a 600 x g durante 5 minutos a 4°C. A continuacion, se
procedi6 a la obtenion de las fracciones mediante el sistema
“Nuclear/Cytosol Fractionation” de MBL, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Una vez obtenidos, los extractos se cuantificaron por el método
de Bradford.

6.4. Precipitacion de proteina por TCA

Un volumen determinado de lisado proteico (50 pl) se precipitd con
acido tricloroacético (TCA) al 5%. Para ello, se afadié 1 ml de TCA 5 %
(Sigma) al lisado, y la muestra se incubé 30 minutos a temperatura
ambiente y 30 minutos a -20°C. Tras una centrifugacién de 15 minutos a
14.000 rpm y a 4°C, el precipitado se lavé con 300 ul de acetona (Merck) y
se volvio a centrifugar durante 15 minutos en las mismas condiciones
anteriores. Finalmente, el precipitado se resuspendi® en solucion

solubilizadora de Laemmli 1X y se hirvié 5 minutos a 95°C.

6.5. Separacion de proteinas por SDS-PAGE

La separacion de proteinas fue llevada a cabo por electroforesis en
minigeles verticales de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico
o0 SDS (SDS-PAGE), segun el método de Laemmli (Laemmli, 1970). Estos

geles verticales se componian de dos regiones: el gel empaquetador o de
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apilamiento en la parte superior (Tris-HCI, 250 mM, SDS 7mM, 4% de
acrilamida:bisacrilamida 29:1, pH 6,8) y el gel de resolucién en la parte
inferior (Tris-HCI 375 mM, SDS 3,5 mM, pH 8,8), cuyo tamafo de poro
variaba segun el tamafio de la proteina a analizar y el porcentaje de
arcrilamida anadido (entre 7,5 y 15%). Para polimerizarlos se utilizaron
persulfato aménico y TEMED.

Antes de proceder a su separacion, las muestras proteicas se
desnaturalizaron durante 5 minutos a 95°C en presencia de solucion
solubilizadora de Laemmli 1X (glicerol 10%, SDS 1%, Tris-HCI 50 mM, pH
6,8, azul de bromofenol 0,0625% y B-mercaptoetanol 2,5%). Salvo en los
casos indicados, se cargd un total de 30 ug de proteina por calle.

La electroforesis se realizd a voltaje constante (100V) en tampon
Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM y SDS al 0,05%. Los tanques, sistemas de
preparacion de geles y fuentes de alimentacion fueron obtenidos de Bio-
Rad. Los reactivos para los tampones eran de Sigma, excepto la solucion al
30% de acrilamida:bisacrilamida 29:1 de Bio-Rad y el azul de bromofenol y
TEMED, ambos de Merck.

6.6. Tincion de geles

En algunas ocasiones los geles se tifieron siguiendo diferentes
metodologias.

Para la tincion Coomassie, el gel de poliacrilamida se incub6 en una
solucion de Coomassie (azul Coomassie 2,5 g/l, metanol 33% y acido
acético 10%) durante 15 minutos a temperatura ambiente y en agitacion.
Posteriormente, el gel se destifid en la misma solucion sin azul Coomassie
hasta la visualizacion de las bandas de interés. El coomassie fue obtenido
de Sigma y el metanol y el acido acético de Merck.

En determinados experimentos los geles se tifieron con SYPRO,
como colorante alternativo al coomassie, o con Pro-Q Diamond para tedir

especificamente las fosfoproteinas. Estas tinciones fueron realizadas por el
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servicio de protedomica del Centro de Investigacion Principe Felipe

(www.proteored.org).

6.7. Inmunotransferencia o “Western blot”

Para poder detectar proteinas especificas, los geles de
poliacrilamida resueltos por SDS-PAGE fueron transferidos a membrana de
fluoruro de polivinilideno (Millipore) en tampdn de transferencia [Tris-HCI 25
mM, pH 8,3, glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v)] durante 1h a 100 V o
toda la noche a 200 mA y a 4°C. Finalizada la transferencia, las membranas
se incubaron durante al menos 1 h en BSA al 5% (p/v) en el tampdn de
lavado T-TBS [Tris-HCI 25 mM, pH 8, NaCl 150 mM, KCI 2.5 mM y Tween-
20 0,1% (v/v)] para bloquear las uniones inespecificas. Posteriormente, las
membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario correspondiente (Tabla 7) diluido en T-TBS y BSA al 3%. Las
membranas se lavaron tres veces en T-TBS y se incubaron 1 hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario apropiado (Tabla 8).
Las proteinas se visualizaron con el sistema quimioluminiscente ECL de
Santa Cruz o con el sistema mas sensible ECL Plus de GE Healthcare. En
algunos casos, se eliminaron los anticuerpos de las membranas con un
tratamiento de glicina 200 mM, pH 2,5y SDS al 0,4% (p/v) durante 30 min a
temperatura ambiente y, a continuacion, se bloqueron e incubaron de

nuevo con otros anticuerpos.

6.8. Inmunofluorescencia

La deteccion y localizacion por inmunofluorescencia de la proteina
de AIB1 se realizd en células crecidas sobre cubreobjetos previamente
esterilizados con etanol o, alternativamente, crecidas en portaobjetos de 8
pocillos (Nalgene Nunc Internacional) disefados especificamente para el
cultivo celular. Tras los tratamientos especificos, las células se lavaron con

PBS y se fijaron durante 10 minutos con formalina al 10% en PBS (Sigma).
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Seguidamente, se lavaron con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100
al 0,2% en PBS durante 20 minutos. Tras la permeabilizacion, las células
se lavaron con PBS y se bloquearon durante 1 hora a temperatura
ambiente con PBS conteniendo suero de caballo al 1% (v/v) y BSA al 3%. A
continuacion, se incubaron con anticuerpos primarios anti-AlB1 (monoclonal)
o anti-AU5 diluidos 1:50 o 1:1000 respectivamente en tampén de bloqueo

durante toda la noche a 4°C.

Tabla 7: Anticuerpos primarios utilizados en la experimentacion.

. . CASA
ANTIGENO PM (KDa) ESPECIE DILUCION
COMERCIAL
BD

AlB1 160 monoclonal 1:1000 Transduction
ratén .
Laboratories
AIB1 160 pollclopal 1:2000 producplon
conejo propia
AKT 60 poIcho_naI 1:1000 produc_clon
conejo propia
P-AKT (Ser473) 60 e ] 1:1000 Cell Signaling
conejo
monoclonal . Santa Cruz
P-ERK (Tyr204) 42 raton 1:1000 Biotechnology
ERa 67 monoglonal 1:500 . Affinity
ratén Bioreagents
monoclonal i Santa Cruz
ps53 53 raton 1:1000 Biotechnology
Ubicuitina FK2 variable monoclonal 1:1000 Affinity
ratén Bioreagents
monoclonal .
Skp1 p19 19 raton 1:300 -
Cdc2 34 policlonal 1:1000 Cell Signaling
conejo
P-Cdc2 (Tyr15) 34 2o ] 1:1000 Cell Signaling
conejo
Ciclina D1 35 monoclonal 1:750 Santa Cruz
raton Biotechnology
Ciclina E 55 policlonal 1:300 Santa Cruz
conejo Biotechnology
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... Tabla 7 Continuacién
Ciclina A
Ciclina B1
PP1
P-PP1 (Thr320)
Gal4(DBD)
Gal4(DBD)
HA
AU5
Lamina A/C
B-Tubulina

B-Actina

60

55

38

38

variable

variable

variable

variable

67

55

42

policlonal
conejo

policlonal
conejo
policlonal
conejo
policlonal
conejo
monoclonal
raton
policlonal
conejo
monoclonal
ratén

monoclonal
ratén

monoclonal
ratén

monoclonal
ratén

monoclonal
ratén

. Santa Cruz
1:300 Biotechnology
. Santa Cruz
1:1000 Biotechnology
. Santa Cruz
1:2000 Biotechnology
1:1000 Cell signaling
. Santa Cruz
1l Biotechnology
. Santa Cruz
LB Biotechnology
1:1000 Covance
1:1000 Covance
i Santa Cruz
LATE Biotechnology
. Santa Cruz
LEAULY Biotechnology
1:20000 Sigma-Aldrich

Tabla 8: Anticuerpos secundarios utilizados en la experimentacion.

ANTiICUERPO DILUCION CASA COMERCIAL

GE Healthcare
GE Healthcare
Jackson ImmunoResearch

Anti-ratén-HRP
Anti-conejo-HRP
Anti-ratéon-Cy3
Anti-ratén-FITC
Anti-conejo-Cy3

La incubacién con el anticuerpo secundario especifico (Tabla 8) se realizo,
tras varios lavados con PBS, durante 1 hora. Posteriormente, los nucleos
celulares se tifieron con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 1mg/ml diluido en
PBS durante 5 minutos. Tras varios lavados con PBS y un ultimo lavado
con agua destilada para eliminar sales, los cubreobjetos se montaron sobre

portaobjetos con medio de montaje de DakoCytomation. La localizacién

1:5000
1:5000
1:250
1:250
1:250

Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch
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subcelular de los antigenos se analizé en un microscopio de fluorescencia
de Leica (Leica CTR6000).

6.9. Inmunohistoquimica de células

Células exponencialmente creciendo se recogieron con tripsina-
EDTA, se lavaron dos veces con PBS 1X y se fijaron en suspension con
formalina al 10% en PBS durante 10 minutos. Las células se centrifugaron
a 18000 rpm durante 5 minutos para eliminar la formalina. A continuacion,
el precipitado celular se resuspendid y deshidratd mediante
concentraciones crecientes de etanol 70, 80 y 96% durante 15 minutos, con
etanol al 100% durante 5 minutos por triplicado y con xilol durante 5
minutos, también por triplicado. El proceso de parafinado se realizé a una
temperatura de 60°C en tres pasos: primero en parafina | (46-48°C) durante
1 hora, segundo en parafina Il (51-53°C) durante 2 horas y, por ultimo, en
parafina Il (57-60°C) durante 3 horas. Los bloques de parafina se
realizaron en parafina Ill y se procesaron y tifieron en la unidad de
patologia molecular diagndstica del Centro de Investigacion del Cancer de

Salamanca. Los alcoholes y la parafina se obtuvieron de Merck.

6.10. Determinacion de la vida media de una proteina: experimentos de
pulso y caza

Para estudiar la estabilidad de AIB1 en varias lineas celulares y
bajo determinadas condiciones, se sembraron entre 1,5-2 x 10° células
MCF-7, HelLa, A549 o H1299 en placas de 6 cm de diametro. Al dia
siguiente se sustituyé el medio de cultivo por medio DMEM sin L-cisteina
(Gibco) suplementado con 50 uCi de [*°S]-cisteina (GE Healthcare) y 10%
de suero bovino fetal previamente dializado para eliminar los aminoacidos.
Las células se incubaron en este medio durante 2 horas a 37°C.
Seguidamente, éstas se lavaron dos veces con 10 ml de PBS atemperado,

y se anadié medio regular de cultivo en ausencia o presencia, segun el
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experimento, de ciclosporina A 5 pM, 17-B-estradiol 10 nM, tamoxifeno 10
MM (Sigma) o ICI182780 1 uM (AstraZeneta Pharmaceuticals). Las placas
se fueron tomando y lisando a intervalos de 30 minutos. Los extractos se
inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-AlB1 policlonales, y los
inmunocomplejos se resolvieron por SDS-PAGE. El gel resultante se seco
sobre papel Whatman de 3 mm y se analizd con Phosphorimager
(Molecular Dynamics). El tiempo de vida media (t12) se determind a partir
de la pendiente (A) de la recta de regresion obtenida al representar el
tiempo versus el logaritmo de la cantidad de radiactividad retenida en AlB1
t12=1n 2/A.

6.11. Técnicas para revelar interacciones proteina-proteina
6.11.1. Inmunoprecipitacion

Las inmunoprecipitaciones se realizaron con extractos conteniendo
0,5-1 mg de proteina total. Todas las muestras se llevaron al mismo
volumen de tampoén de lisis (un minimo de 500 ul) en cada experimento.
Una vez ajustados los volumenes, los lisados se incubaron en un agitador
rotatorio durante toda la noche en presencia de 2 ug del anticuerpo en
cuestion por cada miligramo de lisado y, en el caso de AIB1, en presencia
de 15 pl del suero de conejo proveniente del segundo sangrado
(previamente generado en nuestro laboratorio) o de 15 pl de suero
preinmune como control. Al dia siguiente se afiadieron 30 ul de proteina A-
sefarosa o proteina G-sefarosa (ambas de GH Healthcare) al 50% en PBS
por cada miligramo de lisado. Tras 2 horas de incubacion, las muestras se
centrifugaron a 1.000 x g durante 1 minuto y el sobrenadante se descarto.
Las microesferas se lavaron varias veces con tampon de lisis, y el
precipitado se solubilizé hirviendo en solucién solubilizadora de Laemmli 1X
durante 5 min. El sobrenadante obtenido se resolvié por SDS-PAGE y se

analizo por “western blot” con anticuerpos especificos.
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6.10.2. “Cross-linking” in vivo

El entrecruzamiento de proteinas fue realizado segun el
procedimiento descrito por Vasilescu y colaboradores (Vasilescu et al.,
2004). Cultivos al 70% de confluencia de células MCF-7 se incubaron con
0,1% o 0,3% de formaldehido en PBS (37% de Sigma) durante 10 minutos
a temperatura ambiente y en agitacion suave. La reaccion se paré mediante
la adicion de glicina 125 mM, que se incubd durante 5 minutos.
Seguidamente, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en
tampon de lisis. Los lisados se inmunoprecipitaron con anticuerpos
policlonales para AIB1. Para revertir los enlaces quimicos formados por el
formaldehido, se adicionaron 30 ul de NaCl 0,3 M a los inmunocomplejos, y
éstos se calentaron a 65°C durante 4 horas. Finalmente, se afiadid solucién
solubilizadora de Laemmli, se hirvieron las muestras, se resolvieron por

SDS-PAGE vy se analizaron por “western blot”.

6.10.3. “Far Western Blot”

Para identificar proteinas que pudieran interaccionar con AIB1 se
lis6 un cultivo de células MCF-7 creciendo en condiciones normales y se
resolvié en una electroforesis bidimensional. La separacién de proteinas en
dos dimensiones (isoelectroenfoque y SDS-PAGE) fue realizada por
triplicado por el servicio de proteémica del Centro de Investigacion Principe
Felipe, de acuerdo a los estandares de ProteoRed (www.proteored.org).
Uno de los geles fue tefido con SYPRO vy los otros dos fueron transferidos
a membrana. Tras la transferencia, las membranas fueron incubadas con T-
TBS en presencia de proteina de AIB1 recombinante (entre 20-30 ug/ml)
expresada en células Sf9 infectadas con un baculovirus para inducir la
expresion esta proteina. Como control positivo, una de las membranas se
incubd en presencia de 17-B-estradiol para favorecer la interaccion de AlB1
con ERa. La incubacién se realizé a 37°C durante 1 hora. A continuacion,

se lavaron las membranas varias veces con T-TBS y se incubaron con
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anticuerpos monoclonales para AIB1 y para ERa (control positivo). Tras el
revelado, se compararon los puntos revelados en la membrana y los
tefiidos con SYPRO en el gel. Hacer coincidir el gel con la membrana
resultd ser mas complicado de lo que se esperaba, entre otras cosas
porque los tamafios del gel y de la membrana fueron variando tras los
distintos tratamientos. Los puntos seleccionados se escindieron del gel y se

analizaron mediante espectrometria de masas.

7. Espectrometria de masas

Las proteinas escindidas de los geles de poliacrilamida se
identificaron mediante digestion con tripsina/quemotripsina y analisis por
espectrometria de masas-masas acoplada a una nanoHPLC (LC Packings)
en el servicio de protedmica del Centro de Investigacion Principe Felipe, de
acuerdo a los estandares de ProteoRed (www.proteored.org). El
espectréometro de masas en tadndem empleado fue del tipo triple
cuadrupolo/tiempo de vuelo (Qg-TOF), modelo QSTAR-XL de Applied

Biosystems.

8. Sistemas de expresion de proteinas
8.1. Sistema de expresion libre de células

Para sintetizar proteina de AIB1 marcada radiactivamente con *°S
se utilizo el sistema “TNT Coupled Reticulocyte Lysate” de Promega. Se
tomo 1 ug de la construccion pCMX-Gal4-DBD-AIB1, 40 pl de la mezcla de
reticulocitos, 2 ul de [*°*S]-metionina (GE Healthcare) y agua DEPC hasta un

volumen final de 50 pl. La reaccién se incubd durante 1,5 horas a 30°C.

8.2. Sistema baculovirus-células de insecto
Las células Sf9 se crecieron a 27°C en medio SF-900 Il (Gibco).
Inicialmente, se transfecté el bacmido en células Sf9 para producir

baculovirus recombinantes. Tras dos amplificaciones, se titul6 el virus con
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el sistema BacPAK (Clontech). Para generar mas virus, células
exponencialmente creciendo se infectaron con virus a una multiplicidad de
infeccién (MOI) de 0,1 cuando el cultivo alcanzé una densidad de 2 x 10°
células/ml. El virus se volvi6 a titular y se guardé a -80°C o,
alternativamente, se utilizé6 de inmediato para conseguir los resultados mas
optimos de expresion de proteina.

Se sembraron 3 x 10° células/ml en un matraz de 100 ml
conteniendo 25 ml de medio de cultivo suplementado con Pluronic F68
(Gibco). El cultivo se crecié a 27°C con agitacion suave de 100 rpm hasta
alcanzar 2-2,5 x 10° células/ml. Este cultivo sirvio para inocular un segundo
cultivo de 50 ml a 3 x 10° células/ml en un matraz de 250 ml. Cuando el
segundo cultivo alcanzo la densidad de 2-2,5 x 10° células/ml se empled
para inocular un tercer cultivo de 300 ml a 3 x 10° células/ml en un matraz
de 1 litro de capacidad. Finalmente, cuando alcanzé la densidad de 2-2,5 x
10° células/ml se infecté a 3 MOI y 48 horas después se recogieron todas
las células. Estas se resuspendieron en 5 ml de PBS conteniendo MgCl,
1,5 mM, EDTA 1 mM, KCI 10 mM, EGTA 1 mM, DTT 0,1 mM (Sigma),
inhibidores de proteasas (Roche) y MG132 20 pM. Las células se lisaron en
un homogenizador manual sumergido en hielo, y el lisado se paso por una
columna que contenia 600 pl (50% p/v) de microesferas de Ni%*-NTA-
Agarosa. La columna se lavé con 40 ml del mismo tampdn conteniendo 25
mM de imidazol y, finalmente, se eluyo la proteina recombinante en 600 mi
del mismo tampdén conteniendo 500 mM de imidazol. La proteina se
desaliniz6 en una columna de exclusion molecular de Amersham

Bioscience (GE) apropiada para ello.

8.3. Sistema pGEX
El sistema de plasmidos pGEX (Amersham Biosciences, GE)
permite la sobreexpresion y posterior purificacion de proteinas mediante la

introduccién de la secuencia que se desea expresar en pauta con la
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proteina GST (enzima glutatién-S-transferasa de Schistosoma japonicum),
presente en el plasmido. La proteina GST (26 KDa) presenta gran afinidad
por el glutatién, lo que permite su purificaciéon de un extracto mediante
cromatografia de afinidad utilizando glutation inmobilizado a sefarosa. La
construccion se encuentra bajo el control del promotor Py inducible por
IPTG, lo que permite sobreexpresar en grandes cantidades la proteina
deseada.

Mediante este sistema han sido obtenidas varias proteinas para la
experimentacion, como la enzima desubicuitinasa USP2 y los diferentes
fragmentos de AIB1. En la tabla 9 se describen las construcciones
utilizadas. Los fragmentos comprendidos entre los aminoacidos 1-555, 693-
933, 934-1031 y 1032-1424 fueron obtenidos aprovechando la existencia
de un sitio Sspl (AATATT) y 3 sitios EcoRIl (GAATTC) en la secuencia de
AIB1 en las posiciones 1665 (aminoacido 555), 2076 (aminoacido 692),
2799 (aminoacido 933) y 3093 (aminoacido 1031). El fragmento 556-693 se
generd mediante PCR con oligonucleodtidos sintéticos que contenian los
sitios de restriccion compatibles con el plasmido:
5’GCGCGAATTCATTACCCAACCAAGTY3 y
5’GCGCGTCGACTCACCCATTCTGCAGCAAZ'.

La cepa de E. coli BL21DE3 se transformé con las construcciones
anteriores en presencia de ampicilina como antibiético de seleccion. Se
inoculd una colonia en 50 ml de LB ampicilina (100 ug/ml) y se dejo crecer
a 37°C durante toda la noche en agitacion. Pasado este tiempo, se diluy6 el
inéculo en 400 ml de medio LB + ampicilina y se dejo crecer a 37°C hasta
alcanzar una densidad optica de 0,8. En este punto, se indujo la expresion
de la proteina de fusion afadiendo IPTG (Sigma) a 0,4 mM, y se dejo
crecer a 30 °C durante 4 horas. El cultivo bacteriano resultante se
centrifugéd a 5.000 x g durante 5 minutos. El precipitado obtenido se
resuspendid en el tampon de resuspension previamente enfriado y

compuesto por PBS, AEBSF 1 mM y DTT 10 mM. La solucion resuspendida
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se sonico 5 x 30 segundos a maxima amplitud y tras afiadir Triton X-100 al
1% y agitacion enérgica, la muestra se centrifugd a 10.000 x g durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante, conteniendo la proteina de interés, se
purificé con 150 pl de glutation sefarosa al 50% en PBS (Amersham
Pharmacia Biotechnology) durante 20 minutos a temperatura ambiente y en
agitacion rotatoria. La resina se lavo varias veces con PBS y la proteina de
fusion se eluyd dos veces consecutivas con 500 ul de tampén Tris-HCI 50
mM, pH 8 suplementado con glutation reducido 10 mM (Sigma) durante 20
minutos a temperatura ambiente en agitacién rotatoria y con pipeteo
ocasional para dispersar las microesferas. Los sobrenadantes obtenidos se
juntaron, se cuantificaron, y se conservaron alicuotas a -80°C hasta su
utilizacion. Los ensayos in vitro se realizaron en presencia de la proteina
GST. En el caso de los fragmentos de AIB1, las proteinas de fusion no
fueron eluidas. Estas se guardaron unidas a la sefarosa y resuspendidas al

50% en PBS suplementado con 0,01% (p/v) de azida sédica (Sigma) a 4°C.

Tabla 9: Construcciones pGEX utilizadas.

" SITIOS DE
PLASMIDO INSERTO PROCEDENCIA
RESTRICCION

pPGEX 4T-1 AIB1 1-555 EcoRI/Sspl construccién propia

pGEX 4T-1 AIB1 556-693 EcoRl/Sall construccion propia

pGEX 4T-3 AIB1 693-933 EcoRI/EcoRl construccioén propia

pGEX 4T-3 AIB1 934-1031 EcoRI/EcoRI construccioén propia

pGEX 4T-3 AIB1 1032-1424 EcoRl/Sall construccioén propia
pGEX USP2 -- O. Crouse
pGEX Rb (792-928) - -
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9. Ensayos de actividad enzimatica
9.1. Estudio de la degradacion de AIB1 a partir de extractos de
ovocitos de Xenopus laevis

Los ovocitos de Xenopus son células que tienen 1mm de diametro vy,
por tanto, se pueden manipular con facilidad. Estas células se almacenan
en los loébulos del ovario de la rana adulta y son clasificadas en varios
estadios dependiendo del estado de maduracion (desde el estadio | hasta
el estadio VI). En su estadio final el ovocito se encuentra bloqueado en la
profase de la primera meiosis. La exposicion a la progesterona secretada
por las células vecinas provoca la desfosforilacion de los complejos Cdc2-
cicina B y la progresion en los dos ciclos meidticos sucesivos hasta
alcanzar la metafase de la segunda mitosis (Duckworth et al., 2002).
Durante este proceso ocurre la rotura de la vesicula seminal, y los ovocitos
blogueados en la segunda metafase pueden ser facilmente diferenciados
de aquellos bloqueados en primera profase por la presencia del clasico
anillo blanquecino situado en el polo animal. El ovocito ahora se encuentra
a la espera de ser fecundado. En el laboratorio, se aislaron ovocitos
bloqueados en la primera profase (a los que nos referiremos por comodidad
como ovocitos G2) y se indujo su maduracion in vitro, tratandolos con
progesterona (ovocitos M).

Los ovocitos fueron obtenidos de una hembra adulta de Xenopus
laevis, siguiendo los protocolos de manipulacion de animales.

Las ranas fueron inducidas a ovular mediante la inyeccién
intraperitoneal de 100 unidades de gonadotropina coriénica humana
(Calbiochem). Tres dias después de la estimulacion, se extrajeron
quirdrgicamente varios fragmentos ovaricos de la rana anestesiada
mediante hipotermia. Tras la diseccibn manual para aislar los ovocitos del
ovario, se seleccionaron los ovocitos maduros en fase VI (1 mm de
didmetro aproximadamente) que presentaban un aspecto saludable,

visualizandolos en una lupa Leica MZ95 y en presencia de tampoén de
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diseccion (HEPES 5 mM, NaCl 96 mM, MgCl, 1mM, KCI 2 mM, CaCl;, 1,8
mM, pH 7,8) suplementado con 10 ug/ml de penicilina y estreptomicina
(todos los reactivos eran de Sigma). Un grupo de los ovocitos se incub6 con
progesterona 15 pM (Sigma) para inducir la maduracion meidtica. La
meiosis se confirmd 6-8 horas después por la formacion del caracteristico
halo en el polo animal, resultante de la rotura de la vesicula seminal. Los
ovocitos en fase VI no tratados permanecieron bloqueados en la profase de
la primera meiosis (G2), mientras que los inducidos a madurar quedaron
bloqgueados en la metafase de la segunda meiosis (M). Los ovocitos se
recogieron en grupos de tres y se conservaron en seco a -80°C hasta el
momento de su uso.

Para los ensayos de degradacion se lisaron 3 ovocitos de cada tipo
en 200 ul de tampodn de lisis (sin inhibidores de proteasas). En el ensayo de
inmunocomplejos precipitados con anticuerpos policlonales para AIB1,
éstos se incubaron con 50 ul de lisado de ovocitos en G2 o en M en
ausencia o presencia de MG132 20 yM durante 30 minutos o 1 hora a 25°C.
Transcurridos estos tiempos, los inmunoprecipitados se lavaron y se
hirvieron en presencia de solucién solubilizadora de Laemmli para,
finalmente, ser analizados por “western blot’. En el experimento de AlB1
transcrita/traducida in vitro y marcada con 358, 15 ul de AIB1 se incubaron
con 50 ul de lisado de ovocitos durante 1 hora a temperatura ambiente. La
doble incubacion G2+M consistié en la previa incubacién de 15 ul de AlB1
con 50 ul de lisado de ovocitos en G2 durante una hora, y su posterior
incubacion durante una hora mas con 50 pul de lisado de ovocitos
bloqgueados en M que se adicionaron a la mezcla anterior. Finalmente, se
afiadio solucion solubilizadora de Laemmli, y las muestras se analizaron por
SDS-PAGE vy posterior “western blot”. Estos ensayos se repitieron tres

veces.
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9.2. Ensayo de desubicuitinacion por USP2

Las células MCF-7 bloqueadas en mitosis con nocodazol fueron
lisadas en poco volumen de tampon de lisis con la finalidad de conseguir
una alta concentracion de proteinas. Para el ensayo, 300 ng de GST-USP2
se incubaron con 30 pg de extracto proteico (relacion 1:100) en tampdn de
desubicuitinacion (Tris-HCI 50 mM, EDTA 1mM, DTT 1mM, pH 7,5) en un
volumen final de 50 pl durante 2 horas a 37°C. El control se incubd en
ausencia de USP2. Las muestras se analizaron por “western blot”. El

ensayo se repitido dos veces.

9.3. Ensayos fosfatasa

Células MCF-7 bloqueadas en mitosis con nocodazol fueron lisadas
con poco volumen de tampédn de lisis, de manera que la concentracion de
inhibidores de fosfatasa que contenia el tampoén quedd diluida un minimo
de 5 veces durante el ensayo. La reaccion se llevoé a cabo en un volumen
final de 50 ul en el tampodn numero 2 suministrado por New England Biolabs
con 10 unidades de fosfatasa alcalina de origen bovino CIP (New England
Biolabs) y 30 ug de extracto proteico. La incubacion se realiz6 a 30°C
durante 1,5 horas. El control negativo se incubd en ausencia de enzima.

Para la reaccién con fosfatasa lambda (A) el procedimiento fue
similar: 30 pg de lisado concentrado procedente de células MCF-7
bloqueadas con nocodazol se incubaron a 30°C durante 1,5 horas con 200
unidades de fosfatasa A (New England Biolabs) en un volumen final de 50
pI conteniendo el tampon especifico para esta fosfatasa.

El ensayo de desfosforilacion de AIB1 por la fosfatasa PP1 se
realizé con la subunidad catalitica recombinante de la isoforma a de PP1
(New England Biolabs). Células HelLa se bloquearon en mitosis con
nocodazol, y las células no adheridas a la placa de cultivo se lisaron en
tampon de lisis. Del extracto obtenido se tomé el volumen equivalente a 30

Mg y éste fue incubado con 1.25 unidades de enzima PP1 recombinante en
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ausencia o presencia de 1 yM de acido okadaico (Biomol) en un volumen
final de 50 pl conteniendo el tampdn de reaccion de PP1. Las muestras
fueron incubadas a 30°C durante 1 hora y, posteriormente, se analizaron

por “western blot”. El ensayo se repitio tres veces.

9.4. Ensayo de fosforilacion in vitro: p135“°’

Células HelLa bloqueadas en mitosis con nocodazol fueron lisadas
con tampon de lisis. Un volumen equivalente a 100 ug de lisado se incubd
con proteina p13°““’ recombinante conjugada a agarosa (Upstate Biotech).
Los complejos Cdk1 purificados por afinidad a p13°““! se lavaron dos veces
con tampon de lisis y otras dos con el tampén de reaccion Cdc2-ciclina B
(New Englands Biolabs). A continuacion, estos complejos se incubaron con
25 ug de lisado de células HelLa asincrénicas en 50 pl (volumen final) de
tampon de reaccion de Cdc2-ciclina B en presencia o ausencia de 100 yM
de ATP a 30°C durante 2 horas. La movilidad electroforética de AIB1 se
analizo por “western blot” con anticuerpos para esta proteina. El ensayo se

repitio dos veces.

9.5. Ensayo de fosforilacion in vitro: complejos recombinantes Cdc2-
ciclina B/A

La fosforilacion por el complejo Cdc2-ciclina B1 (New England
Biolabs) se realiz6 con proteina AIB1 entera expresada en células de
insecto o con fragmentos de AIB1 fusionados a GST y expresados en
bacteria. Para cada ensayo, se utilizaron 10 unidades de complejo
recombinante Cdc2-ciclina B1. Las reacciones quinasa se realizaron a 30
°C durante 1 hora en ligera agitacion en un volumen final de 30 ul con el
tampon suministrado por la casa comercial. Cada reaccion contenia ATP
200 uM, [y-*PJ-ATP 5 uCi y 1 ug de proteina AIB1 entera o 15 ul de
glutation-sefarosa acomplejado a los distintos fragmentos de GST-AIB1

previamente lavados con el tampoén de reaccion. Como control positivo de
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las reacciones de fosforilacion se utilizé 1 ug de histona H1 o 1 ug de GST-
retinoblastoma (792-928). Los ensayos se repitieron al menos tres veces.

La fosforilacion de los fragmentos de AIB1 con el complejo Cdc2-
ciclina A2 (Cell Signaling) se llevd a cabo con 100 ng de complejo en las
mismas condiciones anteriores.

Una vez incubadas las muestras, la mitad del volumen de reaccion
se resolvio por SDS-PAGE. El gel resultante se secd sobre papel de
Whatman 3 mm y se expuso a pelicula autorradiografica de 2 a 24 horas,

dependiendo de la intensidad de la sefal.

10. Medida de la actividad transcripcional con gen indicador
de Luciferasa

Para medir la actividad transcripcional de AIB1 clonamos la
secuencia completa de este coactivador, asi como distintos fragmentos de
AIB1 en el plasmido que contenia el dominio de unién a DNA del factor de
transcripcion Gal4 (pCMX-Gal4-DBD). Adicionalmente, empleamos un
segundo plasmido que contenia el gen indicador de luciferasa bajo el
control del elemento de respuesta a Gal4 (5xUAS). La actividad
transcripcional de los distintos fragmentos se cuantific6 midiendo la luz
emitida en la reaccion catalizada por la luciferasa con un luminémetro
(Berthold Detection Systems).

El dia previo a la transfeccion se sembraron 50.000 células COS-1,
200.000 células HelLa o 250.000 células MCF-7 en placas de 6 pocillos. El
reactivo de transfeccion para células COS fue el FuGene 6, mientras que
se uso Lipofectamina LTX para transfectar células HeLa y MCF-7. En cada
pocillo se cotransfectaron 500 ng de 5xUAS luciferasa y cantidades
equimoleculares de los plasmidos pCMX-Gal4-DBD: 25 ng de pCMX-Gal4-
DBD, 46,5 ng de pCMX-Gal4-DBD-AIB1 y sus correspondientes formas
mutantes, 38,05 ng del fragmento 556-1424, 36 ng del fragmento 673-1424,
31 ng del fragmento 980-1424, 33 ng del fragmento 578-1131, 29 ng del
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fragmento 1133-1424 y 25,3 ng de pCMX-Gal4-DBD-VP16. Como control
interno se transfectd un plasmido que contenia el gen LacZ bajo el control
del promotor minimo de la timidina quinasa. Los ensayos de luciferasa se
realizaron pasadas las 48 horas desde la transfeccion. Para ello, las células
se lisaron en 200 yl de “Passive Lysis Buffer” (Promega) durante 5 minutos
en agitacion. Seguidamente, se transfirieron 50 pl de cada lisado a tubos
independientes para ser medidos en el luminédmetro que inyecté 100 pl por
muestra del sustrato luciferina (Promega). Para el ensayo de j-
galactosidasa (codificada por el gen LacZ) se utilizé el sistema Galacto-Star
de Applied Biosystems. Un volumen de 200 ul de tampon de reaccion
conteniendo el sustrato quimioluminiscente se incub6 con 50 pl de lisado a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 1 hora. Finalmente, la
emision de luz producida se cuantificd en el lumindmetro. Los ensayos se
repitieron al menos dos veces.

Para estudiar la actividad de AIB1 como coactivador, se cuantifico la
actividad transcripcional dependiente del receptor de estrégenos a (ERa).
En este caso, se utiliz6 como indicador el gen de la luciferasa bajo el
control de dos elementos de respuesta a estrogenos en tdndem seguidos
del promotor minimo de la timidina quinasa (ERE2-tk-luciferasa). Las
células COS-1 se cotransfectaron con 500 ng de indicador, 25,7 ng de
pBABE o 34,8 ng de pBABE-ERa y 25 ng de pCMX-Gal4-DBD o 46,5 ng de
pCMX-Gal4-DBD-AIB1 o su forma mutante (S728A). Cinco horas antes del
ensayo luciferasa, las células se trataron con 17--estradiol 50 nM (Sigma)

para favorecer las interacciones entre ERa y AlB1.

11. Métodos estadisticos

En la realizacion del trabajo experimental se utilizé el programa
SigmaPlot (version 9) para calcular las medias y los errores estandar de
todas las variables continuas. La comparacion entre las variables se realizé

mediante la distribucion t de Student.
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El programa Excel se utilizo para la construccién de las graficas y el

Adobe Photoshop para el procesamiento de todas las imagenes.
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1. ESTUDIO DE LOS FACTORES
IMPLICADOS EN LA REGULACION
DE LA ESTABILIDAD DE AIB1
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1.1. Diferencias en la distribucion celular y en la estabilidad

de AIB1 en varias lineas celulares

Con objeto de comparar la localizacién subcelular de AIB1 en lineas
celulares de canceres humanos, se realizé un estudio inmunohistoquimico
en células HeLa y MCF7, derivadas de un carcinoma del cuello uterino o
cérvix y de un adenocarcinoma de mama respectivamente. Los resultados
revelaron diferencias significativas en la localizacion intracelular de AlB1,
siendo preferentemente citosdlica en células Hela y mayoritariamente
nuclear en MFC-7 (Fig. 11A).

B HeLa MCF-7 C H1299 AS549
cC N C N c N cC N
[— q' AIB1 ‘-— H s | AIB1
= ‘— Lamina A/C —. @ | Lamina A/C

| T

Figura 11: La distribucion subcelular de AIB1 difiere entre lineas celulares
de cancer humano. A) Células en crecimiento exponencial (80% de confluencia)
fueron recogidas e incluidas en parafina antes del analisis inmunohistoquimico
con anticuerpos anti-AIB1. Posteriormente, las secciones se contrastaron con
hematoxilina. B) En paralelo se lisaron y fraccionaron células para obtener los
extractos citosolico (C) y nuclear (N) que fueron analizados por “western blot”.
AKT y Lamina A/C fueron utilizados como marcadores de citosol y nucleo
respectivamente. C) Fraccionamiento subcelular citosol/nucleo y “western blot” de
células H1299 y A549.

94



RESULTADOS

Las diferencias en la distribucion subcelular de AIB1 en células
HelLa y MCF-7 fueron confirmadas mediante fraccionamiento subcelular y
posterior analisis por “western blot” (Fig. 11B). Resultados similares se
obtuvieron en las lineas celulares H1299 y A549, ambas derivadas de
carcinomas de pulmon (Fig. 11C). AIB1 se localizaba preferentemente en el
citosol de las células H1299, mientras que en A549 tenia una localizacion
mas nuclear. Por tanto, parecia que la acumulacién nuclear de AlIB1 podia
representar una diferencia biolégica entre lineas celulares y reflejar
alteraciones entre el intercambio citosol-nucleo de esta proteina.

La distribucion subcelular juega un papel importante en la
regulacién de la actividad y/o los niveles de una proteina. Dado que
estudios recientes han mostrado resultados contradictorios respecto al
lugar de degradacion de AlB1, citosoélico (Mani et al., 2006) o nuclear (Li et
al., 2007a), quisimos resolver esta incongruencia en nuestros modelos
biolégicos. Debido a que el contenido citosdlico de AIB1 es mayor en
células HelLa, una degradacion nuclear seria consistente con una mayor
estabilidad para AIB1 en este tipo celular. De acuerdo con esta hipotesis,
experimentos de pulso y caza con %83 revelaron un mayor tiempo de vida
media para AIB1 en células HelLa (aproximadamente 9 horas) que en
células MCF-7 (poco mas de 1 hora) (Fig. 12A). Resultados similares se
obtuvieron utilizando las lineas celulares H1299 y A549. La vida media de
AIB1 se prolongaba en las lineas celulares que mostraban mayor tincion
citosolica para este coactivador (Fig. 12A).

Estos resultados apuntaban a una degradacion nuclear de AIB1.
Para confirmarla, se trataron células MCF-7 con cicloheximida, un inhibidor
de la sintesis de novo de proteinas. El fraccionamiento subcelular de estas
células después de 4 horas en presencia de este inhibidor mostré que sélo
el contenido nuclear de AIB1 disminuia (Fig. 13A). Resultados previos de
nuestro laboratorio demostraron que en células no mitdticas AIB1 se

localizaba en el citosol (Avivar et al., 2006), por tanto, en un experimento
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complementario decidimos revertir la distribucion subcelular de AIB1 en la
linea MCF-7. Para ello, células MCF-7 se trataron con ciclosporina A, un
inhibidor de la fosfatasa 2B o calcineurina. En estas condiciones, las células
salen del ciclo celular a GO, hecho que pudimos constatar por la pérdida de
la expresion de ciclina A (Fig. 13B, panel inferior). En las células asi
tratadas aumento tanto el contenido de AIB1 en el citosol (Fig. 13B, panel
superior) como su estabilidad (Fig. 13C). Todos estos resultados
demuestran que la distribucion subcelular es un determinante critico en la
estabilidad de AIB1. Ademas, estas diferencias de estabilidad junto con las
diferencias de localizacion apoyan fuertemente que AIB1 se esté

degradando en el nucleo.
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Figura 12: La localizacion citosélica de AIB1 correlaciona con su mayor
estabilidad. A) Experimentos de pulso y caza realizados para determinar la vida
media de AIB1. Cultivos celulares de Hela, MCF-7, H1299 y A549 fueron
incubados con [**S]-cisteina. Las células se lisaron a los tiempos indicados, y los
lisados se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-AlB1. Los inmunocomplejos
precipitados para AIB1 fueron resueltos por SDS-PAGE, y se cuantifico la proteina
de AIB1 marcada radiactivamente. B) Representacion grafica de la cuantificacion
de la marca radiactiva para AlB1.
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Figura 13: AIB1 se degrada en el nucleo. A) Fraccionamiento subcelular citosol
(C)/nucleo (N) y “western blot” para AlIB1 de células MCF-7 tratadas con 10 ug/mi
de cicloheximida (CHX) durante 4 horas. B) Fraccionamiento subcelular
citosol/nucleo de células MCF-7 tratadas con ciclosporina A 5 uyM durante 16
horas y analisis de la expresién de AIB1 y ciclina A con anticuerpos especificos.
La pérdida de la expresion de ciclina A confirmd el bloqueo en ciclo celular
mediado por la ciclosporina A. C) Grafica representativa de la vida media de *°S-
AIB1 de células MCF-7 tratadas durante 16 horas con ciclosporina A. Los datos se
presentan como media + SE de tres cuantificaciones independientes.

1.2. La actividad del receptor de estrégenos influye en la
estabilidad de AIB1

Los niveles celulares de AIB1 estan influenciados por la actividad
del receptor de estrégenos, ya que el tratamiento de células MCF-7 con
estradiol resultdé en una vida media mas corta para este coactivador. Por el
contrario, la exposicion a los antagonistas del receptor de estrégenos,
tamoxifeno e ICl 182780, extendi6é la estabilidad de AIB1 (Fig. 14A). El
fraccionamiento subcelular y posterior “western blot” revel6 la acumulacion
de AIB1 en el citosol cuando se trataba con antagonistas del receptor de
estrégenos, y la disminucién cuando se estimulaba con estradiol (Fig. 14B).

De nuevo, la localizacién citosolica de AIB1 incrementé su estabilidad.
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Estos resultados sugieren que la actividad del receptor de estrogenos

influye en la estabilidad de AIB1 al afectar a su localizacién subcelular.

Citosol Nicleo

C E20HTICI C E2 OHT ICI
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Figura 14: Regulacion de la estabilidad de AIB1 por la actividad del receptor de
estréogenos. A) Cultivos de células MCF-7 fueron tratados con 17-B-estradiol 10 nM
(E2), tamoxifeno 10 pM (OHT) e ICI1182780 1 pM (ICI) tras un pulso inicial de [*S]-
cisteina para después ser lisados e inmunoprecipitados con anticuerpos anti-AlB1 a
intervalos de 30 min. En la grafica se muestra la media + SE de tres cuantificaciones
independientes. B) Andlisis por “western blot” de los niveles de expresion de AlB1
tras el fraccionamiento subcelular citosol/ndcleo de células MCF-7 tratadas con 17-
B-estradiol 10 nM (E2), tamoxifeno 10 yM (OHT) e ICI1182780 1 uM durante 4 horas.
Anticuerpos anti-Lamina A/C se utilizaron como marcador nuclear para confirmar la
ausencia de contaminacién cruzada en las fracciones.

1.3. AIB1 es degradado en el nucleo por el proteasoma

Con objeto de utilizar otra aproximacion para confirmar que la
proteina AIB1 era degradada en el nucleo, se empled leptomicina B, un
inhibidor especifico del factor de exportacion nuclear CRM1. Los niveles de
AIB1 en células MCF-7 disminuyeron considerablemente en presencia de
este inhibidor tanto en medio completo como en ausencia de suero (Fig.
15A), resultados que apoyan la degradacion nuclear. Por otra parte, se
evaluod la actividad transcripcional intrinseca de este coactivador mediante

ensayos de luciferasa. Como se esperaba, la actividad transcripcional de
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AIB1 fue significativamente menor en presencia de leptomicina B (Fig. 15B),

sugiriendo que parte de esta proteina se habia degradado.

A B |
“
MCF-7 5 —
+FBS -FBS S i
-+ - + LMB @
y — ; ©
-— - AlB1 @
e — —} = |
w— wer === s | P-tubulina ® ..l
—— s
Bl N
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T + + - - pCMX-Gal4-DBD
s - - + + pCMX-Gal4-DBD-AIB1
- + - + LMB

Figura 15: Disminucion de los niveles de AlIB1 en presencia de un inhibidor de
la exportacion nuclear. A) Células MCF-7 crecidas con suero (+FBS) o sin suero
durante 24 horas (-FBS) fueron tratadas durante las ultimas 26 horas con 10 ng/ml
de leptomicina B (LMB). La expresion de B-tubulina sirvi6 como control de la carga.
B) Células MCF-7 se cotransfectaron con la secuencia completa de AIB1 fusionada
al dominio de unidon a DNA de la proteina Gal4 (Gal4-DBD) y con el gen de la
luciferasa bajo el control del elemento de respuesta a Gal4. Tras 30 horas desde la
transfeccion, las células se trataron con 10 ng/ml de leptomicina B (LMB) durante 17
horas mas. Los valores de los triplicados, normalizados a sus respectivos controles
transfectados con plamido vacio, se presentan en forma de media + SE. (** p<0,01
en un test de Student).

También se analizé el efecto de la inhibicion de la exportacion
nuclear con leptomicina B y/o la inhibicion del proteasoma con MG132 en
células HeLa y MCF-7. El tratamiento con leptomicina B causo un descenso
en los niveles de AIB1 en ambas lineas celulares (Fig. 16A). El efecto fue
mas notable en células MCF-7, probablemente debido a que en estas
células la vida media de AIB1 es menor. Los estudios con
inmunofluorescencias apoyaron la mayor localizacién nuclear de AIB1 tras
el tratamiento con leptomicina B (Fig. 16B). Como se esperaba, el
tratamiento con el inhibidor del proteasoma MG132 resulté en un aumento

de los niveles de AIB1, incluso en presencia de leptomicina B (Fig. 16A y
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16B). Estos resultados sugieren que AIB1 se degrada en el nucleo por el
proteasoma, y que la degradacién en células HelLa es menor debido a una

exportacion nuclear de AIB1 mucho mas activa.
B - + + LMB

-+ - + LmB
L 4 + + MG132

rrr

B-tubulina

Mezcla

MCF-7

-+ - + LMB
- - + 4+ MG132
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Figura 16: La degradacion de AIB1 es mediada por el proteasoma en el
nucleo. A) Cultivos celulares de HelLa y MCF-7 fueron tratados con 10 ng/ml de
leptomicina B (LMB), 20 yM de MG132 o los dos inhibidores conjuntamente
durante 17 horas. Posteriormente, los lisados se analizaron por “western blot” con
anticuerpos anti-AlB1. Anticuerpos anti-B-tubulina se utilizaron como control de la
proteina cargada. B) Cultivos de células HeLa y MCF-7 tratados en las mismas
condiciones que en A) fueron tefiidos con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en azul
y con anticuerpos anti-AIB1 en rojo (Cy3). Linea, 10 um.

14. La degradacion nuclear de AIB1 requiere su
ubicuitinacion

Durante el curso de nuestro estudio, se describid que parte de la
degradacion proteasomal de AIB1 ocurre de manera independiente de

energia y ubicuitina (Li et al., 2006). Nosotros quisimos estudiar si la
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ubicuitinacion tenia algun papel en la degradacién de este coactivador.
Adicionalmente, quisimos ver si existian diferencias que pudieran explicar la
distinta estabilidad de AIB1 en células HeLa y MCF-7. Para este propésito
se realizaron transfecciones transitorias de ubicuitina fusionada al epitopo
de hemaglutinina del germen de trigo (HA). Los inmunocomplejos
precipitados con anticuerpos anti-HA revelaron una banda de mayor peso
molecular que el esperado para AIB1 y de mayor intensidad cuando los
cultivos se trataban con el inhibidor del proteasoma MG132 (Fig. 17, panel

superior).

MCF-7 HelLa

IP-HA
o + - + - MG132
| «=— AIB1 ubicuitinado
g .‘ . <« AIB1

“ +— p53 ubicuitinado
+— |g’syp53

Figura 17: AIB1 se ubicuitina tanto en células HeLa como en MCF-7. Cultivos
celulares de MCF-7 y HeLa fueron transfectados con HA-ubicuitina y tratados (+)
0 no (-) con MG132 20 uM durante 17 horas. Los inmunocomplejos precipitados
de HA-ubicuitina fueron resueltos por SDS-PAGE, y la proteina de AIB1 marcada
con HA-ubicuitina fue analizada por “western blot” con anticuerpos policlonales
anti-AIB1. Anticuerpos anti-p53 fueron utilizados como control positivo, debido a la
conocida degradacion de esta proteina por el sistema ubicuitina-proteasoma.

Los resultados anteriores sugieren que AIB1 estd siendo
ubicuitinado en ambas lineas celulares y, por tanto, que la mayor
estabilidad de AIB1 en células HelLa no es debida a una disminucion de la
ubicuitinacion en esta linea celular.

El estudio de la poliubicuitinacién de una proteina es complicado v,
en algunos casos se llega a conclusiones erréneas al no observar el tipico

bandeo de poliubicuitinas. El porcentaje de proteinas ubicuitinadas en el
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interior celular es muy bajo debido a que éstas son rapidamente
degradadas por el proteasoma y a la existencia de enzimas
desubicuitinasas (DUBs) con una fuerte actividad. La ubicuitinacion es un
proceso dinamico que es revertido por la accién de las enzimas
desubicuitinasas. La reversion de esta modificacion es importante para
reciclar ubicuitinas, para estabilizar proteinas, contrarrestando su
poliubicuitinacién, y para promover otras funciones de la modificacién por
ubicuitina diferentes a la protedlisis (Kaiser and Huang, 2005).

La linea celular HeLa 6xHis-ubicuitina corresponde a células Hela
que expresan de manera estable ubicuitina unida a una cola de 6 histidinas.
Esta ubicuitina permite la purificacion de proteinas ubicuitinadas en base a
la afinidad de las histidinas por los iones de niquel (cromatografia de Ni**).
La purificaciéon por niquel es compatible con condiciones desnaturalizantes
de lisis, lo que permite impedir la actividad desubicuitinasa y enriquecer la
muestra en proteinas ubicuitinadas. El estudio de la ubicuitinacién de AIB1
en esta linea celular revel6 la presencia de al menos tres bandas de mayor
peso molecular del esperado, sugiriendo que este coactivador era

poliubicuitinado (Fig. 18).

Células HelLa His-Ubicuitina

Extracto total Ni“—Agarosa

- o+ - + MG132

' R —
v R
p53 ! . o - - {

Figura 18: Poliubicuitinacion de AIB1. Células HelLa expresando establemente
6xHis-ubicuitina se lisaron en condiciones desnaturalizantes, y las proteinas
ubicuitinadas se purificaron en una resina de niquel (Ni*-Agarosa). Las muestras
indicadas fueron previamente tratadas con MG132 20 uM durante 17 horas. El
posterior analisis por “western blot” con anticuerpos anti-AIB1 y anti-p53, como
control positivo del ensayo, mostro el tipico bandeo de poliubicuitinas para ambas
proteinas. Las flechas en rojo sefialan posibles formas ubicuitinadas de AIB1.
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Con objeto de estudiar la degradacion de AIB1 dependiente de
poliubicuitinacién, decidimos utilizar la linea celular E36-ts20. Esta linea
celular contiene una mutacion termosensible en la enzima activante de
ubicuitina E1 (ver Fig. 9 de la introduccién). Cuando las células se crecen a
temperatura no permisiva de 39°C, E1 no es funcional. A esta temperatura
cualquier proteina que se degrada por el sistema ubicuitina-proteasoma se
acumula. En concordancia con esto, al crecer las células E36-ts20 a 39°C
se produjo la acumulacion de AIB1, mientras que no se observo
acumulacién cuando estas células se crecian a la temperatura permisiva de
32°C (Fig. 19A). Ademas, en tincion de inmunofluorescencia se observé
que AIB1 se acumulaba en el nucleo (Fig. 19C). Sin embargo, la misma
linea celular expresando establemente una E1 funcional (E36-ts20 + E1)
crecida a 39°C mostr6 niveles de AIB1 similares a los observados en las
células crecidas a 32°C (Fig. 19A y 19C). Este ultimo resultado constituye
un importante control para afirmar que la acumulacion de AlIB1 observada a
39°C esta directamente relacionada con el proceso de la ubicuitinacion, y
no es debida a ningun efecto indirecto de la temperatura en la linea
termosensible. Por otra parte, el fraccionamiento subcelular y posterior
“‘western blot” de las células termosensibles mostré que solo la fraccion
nuclear de AIB1 estaba afectada por la deficiencia de E1 (Fig. 19B),
apoyando nuevamente la hipétesis de la degradacion nuclear de este
coactivador. En conjunto, estos resultados indican que la degradacion de
AIB1 ocurre principalmente a través del sistema ubicuitina-proteasoma en

el interior del nucleo.
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Figura 19: El sistema ubicuitina-proteasoma degrada a AIB1 en el nticleo de las
células E36-ts20. A) La linea termosensible E36-ts20 fue crecida tanto a 32°C
(temperatura permisiva) como a 39°C (temperatura no permisiva). E36-ts20 + E1,
células E36-ts20 expresando establemente la enzima activadora de ubicuitina E1
funcional. Los niveles de AIB1 se analizaron por “western blot”, utilizando anticuerpos
anti-B-tubulina como control de carga. B) El fraccionamiento subcelular de células sin
actividad E1 (-E1) o con E1 funcional (+E1) revel6 la acumulacion de AIB1 en el
ndcleo en ausencia de E1, y su degradacién en presencia de E1. Anticuerpos contra
Lamina A/C y AKT fueron utilizados para evaluar la contaminacion cruzada de las
fracciones. C) La inmunofluorescencia de células E36-ts20 con anticuerpos para AIB1
en rojo (Cy3) y DAPI en azul confirmé la acumulacién de AIB1 en el nucleo de las
células E36-ts20 crecidas a temperatura no permisiva (39°C). Linea, 10 ym.
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1.5. En busca de la ubicuitina ligasa de AlB1
1.5.1. Los complejos SCF y APC

En inmunofluorescencias para AIB1 de células MCF-7 se observo
que las células mitdticas mostraban una menor tincion para este
coactivador (Fig. 20A). Una posible interpretacion de este resultado es que
AIB1 se estuviera degradando en mitosis. Para comprobarlo utilizamos
ovocitos de Xenopus laevis bloqueados en las fases G2 y M del ciclo
celular. Inmunocomplejos de AIB1 precipitados de lisados de células MCF-7
fueron incubados junto con lisados de ovocitos en G2, asi como con lisados
de ovocitos en M. Se observo que los niveles de AIB1 disminuian tras una
hora de incubacion con lisados de ovocitos M (Fig. 20C). Ademas, la
presencia del inhibidor del proteasoma MG132 prevenia este descenso,
sugiriendo que este coactivador estaba siendo degradado durante mitosis
por el proteasoma.

Estos resultados iniciales nos hicieron considerar a los complejos
SCF (proteinas Skp1, Cul1 y F-box) y el complejo promotor de la anafase
(APC) o ciclosoma como posibles ubicuitina ligasas de AIB1, al ser los dos
principales complejos encargados de regular la protedlisis de componentes
de la maquinaria del ciclo celular. Mediante ensayos de
coinmunoprecipitacion, quisimos ver si AIB1 interaccionaba con Skp1. Sin
embargo, los inmunocomplejos de AIB1 precipitados de células MCF-7
crecidas en condiciones normales, bloqueadas en G2 con etopdsido vy
bloqgueadas en mitosis con nocodazol revelaron que este coactivador no
coinmunoprecipitaba con Skp1 en ninguno de los casos (Fig. 21). Aunque
este resultado negativo no era prueba suficiente para afirmar que SCF no
era la ubicuitina ligasa de AIB1, decidimos centrarnos en el complejo APC,
implicado en la degradacion de proteinas durante la mitosis. Mas adelante
se hablara sobre la naturaleza de la doble banda observada para AIB1 en

mitosis (Fig. 21).
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Figura 20: AIB1 y su posible degradacion en Mitosis. A) Células MCF-7 crecidas
en condiciones normales y tefidas con DAPI en azul y con anticuerpos anti-AlIB1 en
rojo (Cy3). Las flechas muestran células mitéticas. Linea, 10 pm. B) Esquema
representativo de la maduracién inducida por progesterona desde la profase de la
primera meiosis (G2) hasta la metafase de la segunda meiosis (M) en ovocitos de
Xenopus laevis C) Proteina de AIB1 inmunoprecipitada de células MCF-7 e
incubada durante los tiempos indicados con lisados de ovocitos G2 y M en presencia
0 ausencia del inhibidor del proteasoma MG132 20 uM, y andlisis de ésta por
“western blot”.

) IP AIB1
Rbx1 A0
Ccm NI N LA

(skp1 ) ‘ N 5‘ AlB1

i ' ' [~ HER | s

Skp2 Fbw7 B-TrCP

Complejo SCF

Figura 21: AIB1 no coinmunoprecipita con Skp1. Esquema representativo del
complejo SCF y analisis por “western blot” de los inmunocomplejos de AIB1
inmunoprecipitados de células MCF-7 crecidas asincrénicamente, bloqueadas en
G2 con etopdsido 10 uM durante 24 horas y bloqueadas en mitosis con nocodazol
150 ng/ml durante 17 horas. Anticuerpos anti-Skp1 sugieren que no existe
interaccion entre AIB1 y el complejo SCF en nuestras condiciones experimentales.
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Una diferencia clave entre los complejos SCF y APC es el modo de
reconocimiento del sustrato. En la mayoria de los casos, los complejos SCF
reconocen sustratos fosforilados, mientras que APC reconoce motivos en la
secuencia primaria de los sustratos, como por ejemplo la caja de
destruccion D-box, la caja KEN, etcétera. La presencia de dos motivos
consenso D-box, RXXLXXXXN/D/E (donde R=arginina, L=leucina,
N=asparagina, D=a&cido aspartico, E=acido glutdmico y X=cualquier
aminoacido) en la secuencia de AIB1 (Fig. 22A) apoyaba la decision de
optar por APC como ubicuitina ligasa de AIB1. Para estudiar la implicacion
de APC en la ubicuitinacion de AIB1 se mutaron estas cajas de destruccion.
En concreto, se obtuvieron las mutaciones R1027L, R1188L y la doble
mutaciéon R1027L/R1188L. Ensayos luciferasa en células COS-1
transfectadas con estos mutantes mostraron un incremento de la actividad
transcripcional intrinseca de AIB1 en presencia del inhibidor del proteasoma
MG132 en todos los casos (Fig. 22B). De acuerdo con este resultado, la
transfeccion transitoria de la doble mutacion en células COS-1 revelé un
incremento de los niveles de AIB1 cuando las células eran tratadas con
MG132 (Fig. 22C), sugiriendo que AIB1 estaba siendo regulado por el
proteasoma, a pesar de tener los supuestos sitios de reconocimiento por
APC mutados. Estas observaciones parecian indicar que la ubicuitinacién y
degradacion de AIB1 no estaba mediada por APC.

Las inmunofluorescencias revelaban una menor intensidad de AIB1
en células mitéticas y los resultados con los ovocitos indicaban que AIB1 se
estaba degradando en mitosis. Sin embargo, la inmunofluorescencia no es
considerada como un método cuantitativo y en los ensayos con ovocitos e
immunoprecipitados de AIB1 la coinmunoprecipitacion de otras proteinas
podria desencadenar en la degradacion indirecta de este coactivador. Para
confirmar la degradacién de AIB1 en mitosis se utilizd, como aproximacion
experimental alternativa, el sistema de transcripcion y traduccion in vitro a

partir de reticulocitos de conejo. Se sintetizd proteina AIB1 marcada con %3
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Figura 22: Mutaciones en los motivos D-box no influyen en la degradacién de
AIB1 por el proteasoma. A) Localizacién de los motivos de destruccién D-box en
la secuencia de AIB1. B) Ensayos luciferasa en células COS-1 cotransfectadas
con plasmidos que contienen el gen de AIB1 fusionado al dominio de unién a DNA
de Gal4 (Gal4-DBD) y el gen de luciferasa bajo el control del elemento de
respuesta a Gal4. 30 horas después de la transfeccion las células se trataron, en
los casos indicados, con MG132 20 uM durante 17 horas. Los datos se
normalizaron al control transfectado con el plamido vacio y se presentan como
media = SE de ftriplicados. C) Analisis por “western blot” con anticuerpos anti-
Gal4(DBD) de lisados de células COS-1 transfectadas con la construccion que
contiene la doble mutaciéon (pcmx-Gal4-DBD-AIB1 R1027L/R1188L). Las células
se trataron durante las Ultimas 17 horas con MG132 20 uM, segun se indica.

y se incubd con lisados de ovocitos bloqueados en G2 o en M. Los
resultados obtenidos mostraron que la proteina de AIB1 no era degradada
durante mitosis (Fig. 23A). Una posible interpretacion es que esta proteina
necesitara ser marcada previamente al paso por mitosis para poder ser
degradada. Para estudiar esta hipotesis, se preincubd la proteina

sintetizada en lisados de ovocitos bloqueados en G2 y, después, se anadio
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a la mezcla el lisado de ovocitos en M. En estas condiciones tampoco se
observo una disminucion de los niveles de *°S-AIB1 (Fig. 23A). Estos
resultados apoyan que AIB1 no se degrada en mitosis, confirmando los

resultados negativos para APC como ubicuitina ligasa de AIB1.

+ Lisados de ovocitos G2y M

G2 M G2+M
AIB1 | b S .

G2 M G2+M
- Cdc2 ptyr15

pr— !? B-actina

Figura 23: AIB1 no se degrada durante mitosis. A) Expresion de AIB1 a partir
del sistema de traduccion in vitro de reticulocitos de conejo en presencia de [*°S]-
metionina. La proteina marcada radiactivamente se incub6 con lisados de ovocitos
bloqueados en la profase de la primera meiosis (G2), o bloqueados en la metafase
de la segunda meiosis (M) durante 2 horas a temperatura ambiente. La incubacion
doble (G2 + M) consistié en una previa incubacion de 1 hora en lisado de ovocitos
G2 y una incubacion de una hora mas en presencia de lisado de ovocitos M. Las
muestras se resolvieron por SDS-PAGE, y el gel se seco y se expuso a pelicula
autorradiografica. B) Comprobacion del bloqueo de los ovocitos en G2 y en M a
partir de anticuerpos anti-Cdc2 fosfotirosina 15. La ausencia de esta fosforilacion
es indicativa de la activacion de Cdc2.

1.5.2. La ubicuitina ligasa ZNRF
Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio del estudio de la
expresion génica en ratones transgénicos para AlB1 revelaron la represion

de la expresion de la ubicuitina ligasa ZNRF. Este resultado nos animé a
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profundizar en su posible relacién con AIB1. Para estudiarla, clonamos el
gen de ZNRF etiquetado con el epitopo AU5 en el plamido pCEFL. Se
transfectaron transitoriamente células MCF-7 con el plamido pCEFL-AU5-
ZNRF y se trataron con el inhibidor MG132. Los inmunocomplejos
precipitados de los lisados no mostraron interaccion de AU5S-ZNRF con

AIB1 en nuestras condiciones (Fig. 24).

& Figura 24: AIB1 no coinmunoprecipita
+ + - pCEFL-AU5-ZNRF con ZNRF. Anélisis por “western blot” de
los inmunocomplejos precipitados frente a
— e AUS AU5 de lisados de células MCF-7,
-

previamente transfectadas con pCFEL-
AU5-ZNRF y tratadas con el inhibidor del

AlB1 proteasoma MG132 20 yM durante 17
horas.

1.5.3. Proteinas que interaccionan con AIB1: experimentos de “cross-
linking” y “Far Western Blot”

Debido a la gran variedad de enzimas con actividad ubicuitina ligasa
presente en las células (alrededor de 600), decidimos abordar nuestra
busqueda utilizando otras estrategias. El estudio de interacciones proteina-
proteina mediante el uso de técnicas de inmunoafinidad con anticuerpos
especificos esta limitado a complejos estables. Las interacciones proteina-
proteina débiles o transitorias generalmente escapan al analisis por estas
técnicas. Sin embargo, este problema puede evitarse mediante el uso de
“cross-linking” con formaldehido para fijar uniones entre proteinas a través
de la formacion de puentes de metileno entre grupos reactivos. Con el
objetivo de estabilizar las interacciones entre AIB1 y otras proteinas, tales
como ubicuitina ligasas, se intentd poner a punto esta técnica en el

laboratorio. Para ello, se trataron células MCF-7 con formaldehido, se
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purificaron los complejos AIB1 mediante inmunoprecipitacion, y se
revirtieron las uniones por calor. Sin embargo, en nuestras condiciones, no
fuimos capaces de revertir estas uniones, como muestra el analisis por
“western blot” (Fig. 25).

IP AIB1
01% 0.3% Formaldehido
ControlNR R NR R

Figura 25: Técnicas de “cross-linking”
in vivo. Cultivos de células MCF-7 se
trataron durante 10 minutos con 0.1% o
0.3% de formaldehido en PBS para
después ser lisados e inmunoprecipitados

AlB1 con anticuerpos anti-AlIB1. Una vez
inmunoprecipitados, los complejos se
revirtieron por calor (65°C) en presencia
de NaCl 0.3M durante 4 horas (R), o
permanecieron sin revertir (NR). El
posterior analisis por “western blot”
mostr6 que la reversion no habia
funcionado con éxito en nuestras
condiciones.

200 —

121 —

100 —

Otra técnica que también se llevd a cabo para el estudio de
interacciones proteina-proteina fue el “Far Western Blot” (FWB). Las
proteinas procedentes de células MCF-7 crecidas en condiciones normales
se resolvieron en una electroforesis bidimensional y se transfirieron a
membrana. La membrana se incubd con proteina de AIB1 expresada y
purificada de células Sf9 previamente infectadas con baculovirus
recombinantes para AIB1. El revelado de la membrana mostrd una serie de
puntos (Fig. 26B), de los que se identificaron diversas proteinas, la mayoria
implicadas en metabolismo (Fig. 26C). Ninguna ubicuitina ligasa fue
identificada. Como control positivo, otra membrana se incubd en presencia
de 10 nM de 17-B-estradiol con objeto de favorecer la interaccion con ERa.
Desafortunadamente, ERa tampoco fue identificado, lo que nos hizo

cuestionar la validez de las otras sefiales observadas.
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Spot Protein name Access Score
1 Aconitate hydratase Qea798 293
2  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L P14866 181
3  Dihydrolipoyl dehydrogenase, POSBE22 113
mitochondrial precursor
5 Pyruvate kinase, muscle P14618 162
6  ATP synth bunit alpha, mitochondrial P25705 250
precursor
7 H ribonucleoprotei P22626 179
AZ/B1
8 H g ribonucleoy i P22626 23
A2iB1
10 H g lear ribonucleoprotein H P31943 243
B Membrana 11 keratin 8 PO5787 621
c 12 Guanine nucleotide-binding protein G P62879 107
13 Prohibitin P35232 202
16 enolase 1, (alpha) POBT33 308
18  Ubiquinol-cytochrome-c P P22695 103
core protein 2
21 Lamin AIC PO2545 146
23 UDP-glucose B-dehydrogenase 080701 149
26 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 088569 76
A2/B1
28 Actin 2 P53471 76
31 Actin2 P53471 75
33 Actin2 QgY707 75

Figura 26: Busqueda de proteinas de interaccién con AIB1 por FWB. A) El
lisado de un cultivo celular de MCF-7 fue resuelto por electroforesis bidimensional, y
el gel se tind con SYPRO B) En paralelo se transfiri6 un gel bidimensional a
membrana y ésta se incub6é con una muestra de AIB1 purificada de células de
insecto Sf9 infectadas con baculovirus. El andlisis por “western blot” de la
membrana reveld una serie de puntos. C) Los puntos de mejor coincidencia entre el
gel y la membrana fueron escindidos del gel, procesados e identificados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas en tandem (LC/MS/MS).
Los numeros no mostrados dieron identificaciones negativas.

1.6. Diferencias en la localizacién subcelular de AlIB1 en HelLa
y MCF-7: niveles de SIP e importina a3

Las diferencias en la localizacion y estabilidad de AIB1 entre células
HeLa y MCF-7 nos alentaron a estudiar los posibles mecanismos
implicados en ellas. Un estudio reciente habia demostrado que SIP (una

nueva proteina que contiene el motivo ankirina de interaccion proteina-
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proteina) reclutaba y retenia en el citosol proteinas de la familia SRC,
liberandolas de la interaccion al fosforilarse por la Caseina quinasa Il
(Zhang et al., 2007). Estos datos nos sugerian que diferencias en la
expresion de SIP podrian explicar las diferencias encontradas en la
localizacién subcelular de AIB1. Sin embargo, el analisis por RT-PCR a
tiempo real no detectd diferencias significativas en la expresion de esta
proteina entre HeLa y MCF-7 (Fig. 27A).
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Figura 27: Andlisis de la expresiéon de SIP e importina a3 en células MCF-7 y
HeLa. ElI RNA purificado de cultivos celulares de MCF-7 y HelLa se utilizé para
analizar la expresion de la proteina SIP A) y de importina a3 B) por RT-PCR en
tiempo real. Las graficas muestran medias y errores estandar de triplicados. La
significatividad, analizada por el test de Student, fue mayor a 0,05 en ambos
casos.

El transporte de macromoléculas entre el nucleo y el citoplasma a
través del poro nuclear es un proceso esencial en las células eucariotas.
Este proceso consume una cantidad considerable de energia y es mediado
por importinas y exportinas (Weis, 2003). El heterodimero importina o/
constituye una via importante en la importacion de proteinas al nucleo,
siendo la importina a3 la encargada del transporte de AIB1 (Yeung et al.,
2006). Por tanto, variaciones en la expresion de importina a3 podrian dar

lugar a cambios en la localizacion subcelular de AIB1. Para evaluar esta
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hipotesis hemos medido los niveles de RNA mensajero de esta importina.
Los resultados nos revelan que no hay diferencias significativas entre las

dos lineas celulares estudiadas (Fig. 27B).

1.7. Senalizacion por AKT y estabilidad de AIB1

Se ha demostrado que AIB1 es fosforilado por el complejo IKK en
respuesta al factor de necrosis tumoral a, resultando en una mayor
actividad transcripcional (Wu et al., 2002). Dado que IKK es también una
diana para AKT, podria ocurrir que alteraciones en la sefalizacion por AKT
fueran responsables de las diferencias en la estabilidad de AIB1
encontradas en HeLa y MCF-7. Como cabia esperar, la eliminacion del
suero en cultivos de células Hela redujo los niveles de AKT fosforilado (Fig.
28A). Esta reduccion coincididé con una disminucion de los niveles de AIB1.
Para nuestra sorpresa, la deplecion del suero en MCF-7 no produjo el
mismo efecto. En estas células, los niveles de AKT fosforilado seguian
siendo significativamente elevados tras la eliminacion del suero (Fig. 28A),
sugiriendo que AKT era mas activo en esta linea celular. Por otra parte, la
depleciéon de los estrogenos en cultivos de células MCF-7 redujo la
proliferacion y la expresion de la ciclina A (Fig. 28B); pero incluso en estas
condiciones tan restrictivas, los niveles de AKT fosforilado permanecian
mucho mas elevados que en las células HelLa no proliferantes (Fig. 28B).
Es importante destacar que tanto los niveles de AKT total como los niveles
de AKT fosforilado fueron mayores en células MCF-7 que en células Hela,
y que la expresion de AIB1 aumentd moderadamente tanto por la
eliminacion del suero como por la deplecidon de los estrégenos en células
MCF-7 (Fig. 28A y 28B). Por el contrario, la eliminacién del suero redujo los
niveles de AIB1 en células Hela, coincidiendo con la disminuciéon de los
niveles de AKT fosforilado y de marcadores de proliferacion (Fig. 28A y
28B). Resultados similares se obtuvieron en las lineas celulares H1299 y

A549 (Fig. 28C). Estas observaciones revelan importantes diferencias en la
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expresion y sefializacion por AKT entre células HeLa y MCF-7, y sugieren

que esta via podria estar implicada en la estabilidad de AIB1.
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Figura 28: Diferencias en la senalizacion por AKT en MCF-7 y HelLa. A)
Cultivos de células MCF-7 y HelLa fueron crecidos con suero (C) o sin suero
durante 24 horas (-FBS). Lisados de estos cultivos fueron resueltos por SDS-
PAGE y analizados por “western blot” con los anticuerpos indicados. B) Cultivos
de células MCF-7 y HelLa crecidos en condiciones normales (C), crecidos durante
una semana en ausencia de estrégenos (-E2) y crecidos sin suero durante 24
horas (-FBS). Las proteinas purificadas de estos cultivos fueron analizadas por
“western blot” con los anticuerpos indicados. C) Analisis por “western blot” de la
expresion de las proteinas indicadas en cultivos celulares de A549 y H1299
crecidos con suero (C) o sin suero (-FBS).

Para comprobar la hipétesis de que la sefalizacién por AKT
modulaba los niveles de AIB1 se utilizd LY294002, un potente y especifico
inhibidor de PI3K. El tratamiento de células MCF-7 con este inhibidor

suprimio la fosforilacion de AKT y produjo una disminucion de los niveles de
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AIB1 (Fig. 29A izquierda). El efecto era a nivel proteico, ya que los niveles

de RNA de AIB1 permanecieron inalterados (Fig. 29B).
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Figura 29: La sefalizacion por PI3K/AKT modula los niveles de AIB1. A)
Células proliferantes MCF-7 (izquierda) fueron tratadas con LY294002 50 uM
durante 6 horas (LY) o con el vehiculo sdlo (C). Los lisados celulares se
analizaron por “western blot” utilizando los anticuerpos indicados. Células HelLa
(derecha) se transfectaron con plasmido vacio (C) o con pCMV HA-Akt(E40K).
Dos dias después de la transfeccion, las células fueron lisadas y analizadas por
“western blot” con los anticuerpos indicados. B) Andlisis de la expresiéon de AlB1
enddgeno por RT-PCR semicuantitativa en células MCF-7 y HelLa no tratadas o
tratadas con LY294002 50 uM durante 6 horas. La intesidad de las bandas fue
cuantificada mediante el programa Quantity One (Bio-Rad) y normalizada a los
niveles de GAPDH. C) “Western blot” de fracciones subcelulares de células MCF-7
tratadas con LY294002 50 yM durante 6 horas (LY). Los niveles totales de AKT y
Lamina A/C se utilizaron como control de carga, asi como para demostrar la
ausencia de contaminacion cruzada entre fracciones.
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El fraccionamiento subcelular de células MCF-7 reveld que el
tratamiento con LY294002 reducia los niveles de AIB1 en el nucleo, pero
no en el citosol (Fig. 29C). Por otra parte, la expresion ectépica de una
forma soluble y constitutivamente activa de AKT (E40K) en células HelLa
aumento los niveles de AIB1 (Fig. 29A derecha). Estos resultados apoyan
un papel para la sefalizacion mediada por AKT en la estabilidad de AIB1.
Debido al cruce de senales entre la via PI3K/AKT y la via RAS/MAPK
(Moelling et al., 2002) y a que AIB1 es sustrato de la fosforilacion por ERK
(Font de Mora and Brown, 2000), también se analizaron los niveles de
fosforilacion de ERK. El tratamiento con LY294002 no modificd los niveles
de fosforilacion de esta quinasa (Fig. 29A), sugiriendo que los efectos de
PI3K/AKT en la estabilidad de AIB1 eran independientes de la activaciéon de
ERK.

1.8. La actividad y la estabilidad de AIB1 se regulan de
manera independiente de GSK3

Existen dos residuos en el extremo amino-terminal de AIB1, K16 y
R18 (donde K=lisina y R=arginina) que son esenciales para la localizacién
nuclear de este coactivador (Li et al., 2007a). Para evaluar el papel de AKT
en la actividad de AIB1 independientemente de su transporte al nucleo,
generamos fragmentos de AIB1 fusionados al dominio de unién a DNA de
la proteina Gal4 que contiene su propia sefial de localizacion nuclear (Silver
et al., 1984). Una de las construcciones contenia la secuencia completa de
AIB1 (aminoacidos del 1 al 1424) y la otra (aminoacidos del 556 al 1424)
carecia del sitio de fosforilacion por la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3),
quinasa cuya actividad es inhibida por AKT. Recientemente, se ha descrito
que la activacién y degradacién de AIB1 puede ser regulada a través de
fosforilacion acoplada a ubicuitinacion (Wu et al., 2007). La fosforilaciéon por
GSK3 en la serina 505 desencadena una respuesta bifasica en la que la

monoubicuitinacién de las lisinas 723 y 786 por SCF™" resulta en la
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activacion transcripcional de AIB1, y la subsiguiente poliubicuitinacion de
estos mismos residuos promueve la degradacion de este coactivador.
Puesto que una de las construcciones de AIB1 carecia de este sitio de
fosforilacion por GSKS3, quisimos ver si podiamos reproducir estos
resultados. El tratamiento con LY294002 inhibio, especificamente, la
actividad transcripcional de AIB1 tanto en células HeLa como en MCF-7
(Fig. 30A). El fragmento no fosforilable por GSK3 también era regulado por
PI3BK/AKT (ver esquema y resultados en la Fig. 30A), sugiriendo la
existencia de un mecanismo regulador diferente del descrito previamente
para GSK3. Para correlacionar la actividad transcripcional con niveles
proteicos de AIB1, se analizé la expresion del fragmento 556-1424 por
“‘western blot”. Como se observa en la figura 30C, los niveles de este
fragmento disminuian cuando las células eran tratadas con el inhibidor
LY294002. Para demostrar si esta disminucion era debida a un cambio en
la estabilidad, se utilizé cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica. El
analisis por “western blot” mostré6 que la estabilidad del fragmento se
reducia significativamente tanto en HeLa como en MCF-7 cuando se inhibia
PI3K/AKT (Fig. 30D). Una posible interpretacion de estos resultados es que
al tratarse de proteinas hibridas la regulacién estuviera ocurriendo a través
del dominio Gal4-DBD. Para salir de dudas, decidimos analizar la
estabilidad del AIB1 endégeno en células MCF-7 y HelLa utilizando esta vez
el inhibidor especifico de AKT, triciribina (AKT I V). Nuevamente, obtuvimos
resultados similares que demostraban la pérdida de estabilidad de la
proteina AIB1 al bloquear la via de sefalizacion PI3K/AKT (Fig. 30E).
Todas estas observaciones demuestran que la via PISK/AKT es importante
para conferir estabilidad a AIB1 de manera independiente del mecanismo

descrito para GSK3.
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Figura 30: La sefalizacion por PI3K/AKT estabiliza a AIB1 independientemente
de GSK3. A) Células MCF-7 y Hela se transfectaron con los fragmentos indicados
fusionados a Gal4-DBD junto con el indicador de luciferasa y, dos dias después, se
trataron con LY294002 50 yM durante 6 horas. Tras el tratamiento, las células se
lisaron, y la actividad luciferasa se midio y se normalizo a los niveles obtenidos con el
plasmido Gal4-DBD vacio. La grafica muestra la media y los errores estandar de
triplicados. B) Como control se utilizd el dominio de transactivacion de VP-16
fusionado a Gal4-DBD. Los datos se representan en forma de media + SE de
triplicados normalizados a los respectivos controles transfectados con plamido vacio.
A diferencia de los fragmentos de AIB1, la activacion transcripcional de VP-16
aumento con el tratamiento de LY294002, demostrando especificidad del efecto de
LY294002 sobre AIB1. C) Analisis de la expresion de Gal4-DBD AIB1 (556-1424) por
“western blot” en células MCF-7 y Hela transfectadas con este plasmido. Dos dias
después de la transfeccion, las células se incubaron en ausencia o presencia de
LY294002 50 uM durante 6 horas. D) Células MCF-7 y HelLa fueron tratadas con 10
ug/ml de cicloheximida (CHX). El tratamiento fue realizado durante los tiempos
indicados en presencia (LY) o en ausencia (C) de LY294002 50 pM. E) Células MCF-
7 y Hela se transfectaron y trataron en las mismas condiciones que en D), pero
utilizando AKT 1V triciribina 40 uM.
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1.9. Papel de AKT en la estabilizacion de AlIB1

En la secuencia de AIB1 existen tres sitios consenso canoénicos de
sumoilacién/ubicuitinacién (JKXE: donde @=aminoacido hidrofébico,
K=lisina, X=cualquier aminoacido y E=acido glutamico) en las posiciones
K723, K786 y K1194. Para estudiar si la estabilizaciéon de AIB1 mediada por
AKT estaba regulada por la via ubicuitina-proteasoma, analizamos la
conjugacioén de ubicuitina a diferentes fragmentos de AIB1 (ver Fig. 31). El
tratamiento con el inhibidor de AKT triciribina resultd en una reduccion
considerable de los niveles de ubicuitinacion de la mayoria de los
fragmentos, a excepcion del comprendido entre los aminoacidos 1133-1424
y del fragmento 1210-1424 que no fue ubicuitinado (Fig. 31A). Esta
reduccion de los niveles de ubicuitinacion era debida a una mayor
degradacion de estos fragmentos, ya que la inhibicion del proteasoma
rescataba, al menos en parte, la ubicuitinacion de éstos (Fig. 31A).
Apoyando esta idea, el tratamiento con triciribina redujo también los niveles
de los fragmentos, como puede observarse en los lisados celulares totales
(Fig. 31B). Estos resultados sugieren que AKT esta implicado en la
regulacion de la degradacién de AIB1 por la via ubicuitina-proteasoma.
Contrariamente, se observd que no habia variaciones en la estabilidad del
fragmento 1133-1424 (Fig. 31A), indicando que la funcién de AKT en la
estabilizacion de AIB1 se limitaba a los fragmentos que contenian la region
central, pero no la region carboxi-terminal, también ubicuitinada. En la
secuencia del fragmento carboxi-terminal se encuentra uno de los sitios
consenso de ubicuitinacion, K1194. Como se esperaba, la version de este
fragmento sin el sitio consenso (1210-1424) no fue ubicuitinada. No esta
claro si la ausencia del tipico bandeo de ubicuitinas refleja una mayor
susceptibilidad de los fragmentos a enzimas desubicuitinasas, en contraste
con el AIB1 completo o, si por el contrario, la poliubicuitinacion puede
requerir informacion estructural que solo esta presente en la secuencia

completa de la proteina.
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Figura 31: La region central de AIB1 es necesaria para la estabilizacion por
AKT. A) Células COS-1 fueron cotransfectadas con ubicuitina fusionada a HA y
los fragmentos Gal4-DBD indicados. Dos dias después, las células se trataron con
el inhibidor del proteasoma MG132 20 uM y/o con triciribina 40 uM durante 6
horas. Tras los tratamientos, los cultivos se lisaron y se inmunoprecipitaron con
anticuerpos anti-HA para, finalmente, ser analizados por “western blot” con
anticuerpos anti-Gal4. La primera calle corresponde a un control negativo de la
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-HA de células que soélo fueron
transfectadas con los fragmentos Gal4-DBD correspondientes. La utima calle es
un control de la expresion de los fragmentos Gal4-DBD de células no
transfectadas con HA-Ubicuitina y no inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-HA.
B) Analisis por “western blot” de lisados totales de los cultivos descritos en el
apartado A).

1.10. Ademas de SCF™"7, debe existir otra u otras ubicuitina
ligasas para AlB1

Puesto que la actividad transcripcional del fragmento no fosforilable
por GSK3 era igualmente regulada por PI3K/AKT que el AIB1 completo,
quisimos ver qué ocurria con su degradacion. Para ello, los fragmentos de
AIB1 1-1424 y 556-1424 fusionados al dominio de unién a DNA de Gal4
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(Gal4-DBD) fueron cotransfectados en células COS-1 junto con el gen de la
luciferasa bajo el control del elemento de respuesta a Gal4. El tratamiento
con MG132 o con epoxomicina, un inhibidor del proteasoma con mayor
especificidad, resulté en una potente actividad transcripcional para ambos
fragmentos (ver Fig. 32A). Esta mayor actividad transcripcional podria ser el
resultado de un aumento de los niveles de AIB1 tras el tratamiento con los
inhibidores del proteasoma. En la figura 32C se demuestra como el
fragmento 556-1424 es degradado en presencia de cicloheximida con el
tiempo, y como es acumulado en presencia de MG132, a pesar de que éste
no contiene las serinas S505 y S509 que participan en la ubicuitinaciéon
mediada por la via GSK3/Fbw7 (Wu et al., 2007). Estos resultados sugieren
que otra u otras ubicuitina ligasas podrian estar interviniendo en la

ubicuitinacion y degradacion de AIB1.
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Figura 32: El recambio proteico no es necesario para la actividad
transcripcional intrinseca de AIB1. A) Los fragmentos indicados fueron
fusionados a Ga4-DBD vy transfectados en células COS-1 junto con el indicador
de luciferasa bajo el control del elemento de respuesta a Gal4. Las células se
trataron, o no, con los inhibidores del proteasoma MG132 20 uM o epoxomicina
100 nM durante 17 horas. AD, dominio de activacion. La grafica muestra la media
+ SE de triplicados normalizados al control transfectado con plasmido vacio. B)
Inmunofluorescencia con anticuerpos anti-Gal4(DBD) en rojo (Cy3) y DAPI en azul
de células COS-1 transfectadas con los fragmentos del apartado A. Linea, 10 pm.
C) Células COS-1 se transfectaron con los fragmentos indicados. Dos dias
después de la transfeccion, los cultivos se trataron con cicloheximida (CHX) en
ausencia o presencia de MG132 20 uM, y se lisaron a los tiempos indicados. El
andlisis de los niveles de las proteinas hibridas con anticuerpos anti-Gal4(DBD)
revelé que el fragmento 556-1424 era regulado por el proteasoma, y que los
fraamentos aue no contenian el dominio PEST exhibian una mavor estabilidad.

1.11. La secuencia PEST es requerida para desestabilizar a
AlB1

El andlisis de la secuencia de AIB1 revel6 un dominio PEST
comprendido entre los aminoacidos 647 y 672
(http://www.at.embnet.org/toolbox/pestfind/). ElI dominio PEST es una
secuencia rica en prolina, acido glutamico, serina y treonina que ha sido
implicada en degradacion proteica. El estudio de la vida media de los
diferentes fragmentos de AIB1 en presencia de cicloheximida reveld que las

construcciones que contenian la secuencia PEST eran mas inestables que
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aquellas en las que no estaba presente (Fig. 32C). El tratamiento con
MG132 indujo una potente acumulacion de los fragmentos inestables (556-
1424 y 578-1131), mientras que los estables apenas sufrieron cambios (Fig.
32C). Estos resultados sugerian un papel para el dominio PEST en la

regulacion de la degradacién proteasomal de AIB1.

1.12. Actividad transcripcional intrinseca y degradacion de
AlB1

La activacioén transcripcional de diversos receptores nucleares viene
acompafada del inicio de su degradacion. Cuando esto ocurre, la inhibicion
del proteasoma previene la funcion transcripcional de estos receptores. La
nocion de que el sistema ubicuitina-proteasoma esta implicada en la
transcripcion génica puede apoyarse en el hecho de que el proteasoma
puede localizarse en el nucleo de las células eucariotas y en que se han
encontrado enzimas de este sistema reclutadas a promotores de genes
diana (Ferry et al., 2009). Con objeto de estudiar si el recambio proteico de
AIB1 era importante para su actividad transcripcional intrinseca, realizamos
ensayos luciferasa con varios fragmentos de este coactivador fusionados a
Gal4-DBD. El tratamiento con los inhibidores del proteasoma, MG132 y
epoxomicina, aumenté en gran medida la actividad transcripcional de
aquellos fragmentos que contenian conjuntamente la region central y
carboxi-terminal de AIB1 (Fig. 32A), sugiriendo que para éstos, la inhibicion
del recambio proteico no comprometia su actividad transcripcional. Una
posible explicacion para el aumento de actividad en presencia de
inhibidores era el aumento de los niveles de AIB1 como resultado del
tratamiento. Sin embargo, en el fragmento 673-1424, que adolece de la
secuencia PEST y es mucho mas estable (Fig. 32C), la inhibicion de la
funciéon proteasomal también produjo un gran aumento de su actividad
transcripcional intrinseca (Fig. 32A). Estos resultados revelan la existencia

de dos dominios (673-979 y 1133-1424) que son necesarios
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simultaneamente para una maxima sensibilidad transcripcional a
inhibidores del proteasoma, y sugieren la existencia de un nuevo cofactor o
cofactores que se asocian a ambos dominios de AIB1 ayudandole a
coactivar la transcripcion. Los dos dominios por separado (fragmentos 980-
1424 y 578-1131) pierden actividad transcripcional en presencia de
inhibidores del proteasoma, lo que indica que la funcion del proteasoma es
requerida para la actividad transcricional de ambos. Una posible
interpretacion de estos resultados es que algunas de estas proteinas de
fusion no estuvieran localizadas en el nucleo. ElI hecho de que exhibieran
actividad transcripcional ya era consistente con la localizacion nuclear, sin
embargo, lo verificamos mediante inmunofluorescencia, como se

demuestra en la figura 32B.

1.13. { Existen otros mecanismos para la degradacion de AlB1?
De los tres sitios consenso canénicos de sumoilacién/ubicuitinacion
presentes en la secuencia de AIB1, Wu y colaboradores observaron que los
mutantes K723R y K786R (donde K=lisina y R=arginina) eran resistentes a
la degradacién, sugiriendo que la ubicuitinacion en estos sitios era
importante en la estabilidad de AIB1 (Wu et al., 2007). Nosotros también
generamos mutaciones en estos sitios consenso y estudiamos tanto la
actividad transcripcional intrinseca como la degradacion de estos mutantes.
Como se observa en la figura 33A, los mutantes K723R y K786R resultaron
en un aumento significativo de la actividad transcripcional, al igual que el
triple mutante, probablemente debido a la mayor estabilidad de estas
proteinas (Wu et al., 2007). Por el contrario, el mutante K1194R disminuyé
esta actividad significativamente, indicando que la ubicuitinacion en este
sitio podria ser importante para la actividad transcripcional de AIB1. En
cuanto a la degradacion, el tratamiento con el inhibidor del proteasoma

MG132 resultdé en un aumento de los niveles proteicos de todos los
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mutantes, asi como de la actividad transcripcional de éstos, a excepcion del
triple mutante (Fig. 33A y 33B). A pesar de que el triple mutante no es
sensible transcripcionalmente al inhibidor MG132, sus niveles aumentan al
bloquear el proteasoma, sugiriendo otros mecanismos de degradacion de
AIB1 distintos al sistema ubicuitina-proteasoma, como el REGy-proteasoma
de manera independiente de ubicuitina (Li et al., 2006) o catepsinas

lisosomales que también pueden ser inhibidas con MG132 (Ito et al., 2009).
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Figura 33: Mutacion de los sitios consenso de ubiquitinacion y degradacion
de AIB1. A) Ensayos luciferasa de células COS-1 cotransfectadas con las
construcciones Gal4-DBD AIB1 indicadas y con el indicador luciferasa bajo el
control del elemento de respuesta a Gal4. La grafica muestra la media + SE de
triplicados normalizados al control transfectado con plasmido vacio (** p<0,01
frente a AIB1 no mutado en un test de Student). B) Células COS-1 fueron
transfectadas transitoriamente con los fragmentos indicados. Las calles
correspondientes se trataron durante 17 horas con MG132 20 uM. El andlisis por
“western blot” con anticuerpos anti-Gal4(DBD) muestra un aumento de los niveles
de las proteinas hibridas en todos los casos.
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El tratamiento con cloroquina, un inhibidor de proteasas lisosomales,
en células MCF-7 result6 en un incremento de los niveles de AIB1 (Fig. 34),
confirmando la hipdtesis de que este coactivador pudiera estar

degradandose por otras vias, ademas de la proteasomal.

MCF-7
Figura 34: AIB1 también es degradado
8h 24h por la via lisosomal. Cultivos de células
-+ -+ Cloroquina MCF-7  exponencialmente  creciendo

fueron tratados con cloroquina 100 uM o

con su vehiculo (PBS). En los tiempos
— e — S . .

AlB1 indicados las células fueron lisadas, y los

: niveles de AIB1 se analizaron por

g “western  blot”.  Anticuerpos anti-B-

- . . B-tubulina tubulina se utilizaron como control de

carga.
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2. ESTUDIO DE LA MODIFICACION
POSTRADUCCIONAL DE AIB1 EN
MITOSIS
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2.1. Anadlisis de AIB1 a lo largo del ciclo celular: Una nueva
forma mitética

Estudios previos de la expresion de AIB1 a lo largo del ciclo celular
mediante “western blot” mostraron una banda de menor migraciéon
electroforética para AlB1 en mitosis (Fig. 35A y ver Fig. 21). El nocodazol
es un agente que interfiere en la polimerizacion de microtiubulos y ha sido
muy utilizado para sincronizar células en G2/M. En condiciones normales
se pueden observar algunas células en mitosis con la ayuda de un
microscopio optico invertido. Las células mitéticas se ponen en evidencia al
soltarse de la placa de cultivo para poder dividirse (Fig. 35B izquierda). El
tratamiento con nocodazol enriquece la poblacion de células mitéticas (Fig
35B derecha). Con el fin de estudiar el patréon de la modificacion de AlIB1 en
mitosis, se analizd la expresion de este coactivador en células HelLa
asincronicas, células que permanecian adheridas tras el tratamiento con
nocodazol y en las células que flotaban tras el bloqueo. Como se observa
en la figura 35C, tras el tratamiento con nocodazol las células adheridas
mostraban una doble banda para AIB1, mientras que las flotantes sélo
exhibian la banda de menor migracion. Para descartar que esta nueva
banda de AIB1 fuera debida a un posible efecto secundario del tratamiento
con nocodazol, se realiz6 el clasico procedimiento de agitacion que permite
la recuperacion de las células mitototicas flotantes de una poblacién celular
asincronica. Este procedimiento reprodujo los resultados obtenidos con el
nocodazol (Fig. 35C), sugiriendo que AIB1 sufria alguna modificacién

postraduccional en la fase de mitosis.

2.2. Naturaleza del doblete de Mitosis

Debido a los indicios previos que apuntaban a la degradaciéon de
AIB1 en la fase de mitosis, que mas tarde resultaron ser contradictorios,

pensamos que la banda de menor migracion podria corresponder a una
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forma de AIB1 marcada con ubicuitina. Para estudiar esta hipotesis,
inmunoprecipitamos AIB1 de células MCF-7 crecidas en diferentes
condiciones y resolvimos los inmunocomplejos en un gel. Aunque el
analisis por “western blot” con anticuerpos anti-ubicuitina reveld sefial en

todas la calles (Fig. 36A), la banda de menor migracion electroforética no
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Figura 35: Extractos mitéticos revelan una banda de menor migracién
electroforética para AIB1. A) Células HelLa fueron sincronizadas en diferentes
fases del ciclo celular utilizando los inhibidores indicados. La expresion de AlB1 se
analizé por “western blot”, observandose una banda de menor movilidad en
mitosis. Anticuerpos anti-ciclinas E, A y B1 se utilizaron para confirmar los
bloqueos, y anticuerpos anti-B-actina sirvieron de control de carga. B) Cultivos de
células Hela asincrénicos (izquierda) y bloqueados con nocodazol (derecha)
vistos al microscopio 6ptico. Las células flotantes (mas refringentes) corresponden
con las células mitoticas. C) Analisis de la expresion de AIB1 por “western blot” en
células HelLa asincronicas (A), adheridas tras nocodazol (G2/M), flotantes tras
nocodazol (M) y flotantes recuperadas mediante agitacion (M®).
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fue detectada mediante estos anticuerpos, sugiriendo que ésta no era
debida a ubicuitinacién. Resultados similares se obtuvieron en células HelLa
6xHis-ubicuitina. El bloqueo de estas células en mitosis con nocodazol y el
posterior “western blot” para AIB1 de las proteinas ubicuitinadas purificadas
tampoco mostré el doble bandeo caracteristico (Fig. 36B). En una tercera
aproximacion experimental, se expresé en bacteria y se purificod la enzima
desubicuitinasa USP2. La incubacion de extractos mitéticos de células
MCF-7 bloqueadas con nocodazol con esta desubicuitinasa resulté en una
disminucion considerable de las proteinas ubicuitinadas, demostrando que
la enzima era funcional. Sin embargo, el analisis por “western blot” para
AIB1 dejo clara la presencia del doblete (Fig.36C). Todos estos resultados
sugerian que la naturaleza de la banda de menor migracion no era la

ubicuitinacion.
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A M A ."4

M
ﬁ _- .. AlB1

Figura 36: La banda de menor migracion de AIB1 no esta ubicuitinada. A) Cultivos
de células MCF-7 crecidos en condiciones normales (C), tratados con MG132 20 uM
durante 17 horas (MG132), bloqueados en G2 con etopdsido (G2) o bloqueados en
mitosis con nocodazol (M) fueron inmunoprecipitados para AIB1 y después analizados
por “western blot” con anticuerpos anti-ubiquitina y anti-AlB1. B) Células HelLa 6xHis-
ubiquitina crecidas asincrénicamente (A) o bloqueadas en mitosis con nocodazol (M)
fueron lisadas en condiciones desnaturalizantes, y las proteinas ubicuitinadas se
purificaron mediante afinidad en una resina de niquel (Ni**-Agarosa). C) “Western blot”
con anticuerpos anti-ubicuitina y anti-AlB1 de extractos mitoticos de células MCF-7
bloqueadas con nocodazol y tratados (+) o no (-) con USP2 durante 1 hora a 37°C.
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Descartada la ubicuitinaciéon, se pensé que esta modificacion se
debia a fosforilacién. La reducida movilidad es tipica de proteinas
fosforiladas, asi que para examinar si la banda de menor movilidad
correspondia a fosforilacion, se trataron extractos mitéticos de células MCF-
7 con la fosfatasa alcalina del intestino bovino (CIP). Como se observa en
la figura 37A, el doblete seguia presente tras el tratamiento, sugiriendo que
no se trataba de fosforilacion. Sin embargo, al cambiar la fosfatasa por otra
mas eficaz eliminando grupos fosfato de serinas, treoninas y tirosinas,
como es la fosfatasa lambda, se observé que la banda de menor movilidad
desaparecia (Fig. 37B). Este resultado, demostré que la proteina de AlB1

estaba siendo fosforilada en mitosis.
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Figura 37: AIB1 se fosforila en Mitosis. “Western blot” de extractos proteicos de
células MCF-7 bloqueadas en mitosis con nocodazol incubados en ausencia (-) o
presencia (+) de fosfatasa alcalina del intestino bovino CIP A) o fosfatasa lambda
B) durante 1 hora a 30°C. Los niveles de AKT fosforilado (P-AKT) fueron
evaluados como control positivo del ensayo.

2.3. AIB1 se fosforila en Mitosis por el complejo Cdk1-ciclina
B

La quinasa dependiente de ciclina B Cdk1, también conocida como
p34Cdcz o Cdc2, es una de las quinasas mas activas en la fase de mitosis.
El analisis de la secuencia de AlIB1 muestra en la posicion 728 un motivo
consenso de fosforilacion para Cdks; (S/T)PX(R/K) (donde S=serina,

T=treonina, P=prolina, X=cualquier aminoacido, R=arginina y K=lisina).
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Esto nos llevé a postular que el complejo Cdk1-ciclina B podria ser el
responsable de la fosforilacion especifica de mitosis de AIB1. Para
comprobarlo, evaluamos la fosforilacion de este coactivador en células
vivas en presencia de inhibidores de Cdks. Células MCF-7 y Hela
bloqueadas en mitosis fueron tratadas con purvalanol A durante las ultimas
3 horas del tratamiento con nocodazol. Los resultados mostraron que el
tratamiento con purvalanol A inhibia la fosforilacion mitética de AIB1 (Fig.
38A), sugiriendo que AIB1 era fosforilado directa o indirectamente por Cdk1.
Aunque en menor proporcion, el purvalanol A también puede inhibir la
accion de otras quinasas como ERK1,2 (Bain et al., 2003). Dado que AIB1
es sustrato de estas quinasas (Font de Mora and Brown, 2000), quisimos
comprobar que el efecto observado para el purvalanol A era debido a la
inhibicion de Cdk1 y no de ERK1,2. Para ello, se boquearon células MCF-7
en mitosis y se trataron con el inhibidor de MEK1 PD98059. Como se
observa en la figura 38B, este inhibidor no bloqued la fosforilacion de AlB1,
indicando que ésta no era debida a la accién de ERK1,2. Por otra parte,
quisimos ver si AIB1 interaccionaba con Cdk1. Para ello, se
inmunoprecipité AIB1 de células Hela crecidas asincrénicamente y
bloqueadas en mitosis con nocodazol. Los inmunocomplejos precipitados
revelaron interaccion con Cdk1 en ambos casos (Fig. 38C). Finalmente, se
comprobd si AIB1 era fosforilado in vitro. Se purificé el complejo Cdk1-
ciclina B de extractos mitdticos mediante la proteina recombinante p13®’
conjugada a agarosa. Esta proteina, procedente de levadura, tiene alta
afinidad por Cdk1/ciclina B y, por tanto, una de sus aplicaciones es purificar
a este complejo quinasa. La incubacion de los complejos precipitados con
lisados procedentes de células HelLa asincronicas en presencia de ATP y
tampon de reaccion especifico de la quinasa no produjo ningin cambio en
la movilidad de AIB1 (Fig. 38D). Una posible interpretacién de este
resultado es que los niveles de fosforilacion fueran tan bajos que no se

detectaran por esta técnica, a menos que se usara marca radiactiva.
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Figura 38: Cdk1-ciclina B1 fosforila a AIB1 en Mitosis. A) Células MCF-7 y
HeLa fueron bloqueadas en mitosis con nocodazol 150 ng/ml durante 20 horas en
presencia o ausencia del inhibidor de Cdks purvalanol A 10 uM durante las ultimas
3 horas. Las células fueron lisadas y analizadas por “western blot” con anticuerpos
para AIB1 y para Lamina A/C como control de la carga. B) En las mismas
condiciones que en A), se bloquearon células MCF-7 en mitosis y durante las
ultimas 3 horas de tratamiento se afiadio el inhibidor de MEK1 PD98059 20 pM.
Los extractos proteicos se analizaron por “western blot” con anticuerpos anti-AIB1
y anti-ERK fosforilado (P-ERK) como control de la inhibicion. C) Analisis por
“western blot” de inmunocomplejos de AIB1 procedentes de lisados de células
HelLa crecidas asincronicamente (A) o bloqueadas en mitosis (M) con nocodazol
150 ng/ml durante 17 horas. La inmunoprecipitacion con suero preinmune
demostré que la interaccion entre AIB1 y Cdk1 (Cdc2) era especifica. D) Lisados
de células HelLa asincronicas (A) fueron incubados con los complejos Cdk
purificados con proteina p13*°' recombinante conjugada a agarosa de células
HelLa mitéticas en presencia (+) o ausencia (-) de ATP. La movilidad de AIB1 se
analizé por “western blot” con anticuerpos para esta proteina. Anticuerpos anti-
ciclina B1 se utilizaron para detectar la cantidad de complejo precipitado, y
anticuerpos anti-B-actina sirvieron como control de carga. El extracto mitético
(calle M) corresponde al control de AIB1 fosforilado. E) Proteina de AIB1
purificada de células Sf9 fue incubada en presencia de [y-*PJATP y en
combinacion (+) o no (-) del complejo recombinante Cdk1/ciclina B1 a 30°C
durante 1 hora. La mitad del volumen del total de reaccién se resolvié por SDS-
PAGE. El gel se secd y se expuso a una pelicula autorradigrafica. El panel para la
histona 1 (H1) corresponde al control positivo de la reaccion.
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En otro ensayo, realizado en paralelo, se incubo proteina de AlB1
purificada de células Sf9 con [y->?PJATP en ausencia o presencia del
complejo recombinante Cdk1-ciclina B1. En este caso, los resultados si
demostraron que AlB1 era fosforilada in vitro por Cdk1-ciclina B1 (Fig. 38D).
Todas estas observaciones indicaban que Cdk1-ciclina B1 era la quinasa

responsable de la fosforilacion de AIB1 en mitosis.

2.4. AIB1 se desfosforila a la salida de mitosis

Para estudiar la posible funcion de la fosforilacion de AIB1, se
bloguearon células HeLa y MCF-7 en mitosis con nocodazol y luego se
permitid su progresion hasta la fase G1, lavando las células y afiadiendo
medio fresco. La progresiéon a G1 fue monitorizada por citometria de flujo
(Fig 39A y 39B). La mayoria de las células habia alcanzado la fase G1 a las

5 horas desde la eliminacién del nocodazol.
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B MCF-7
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Figura 39: Analisis del ciclo celular en células HeLa y MCF-7. A) Células HelLa
fueron crecidas asincronicamente o bloqueadas en mitosis con nocodazol 150
ng/ml durante 17 horas. El ciclo celular de células asincronicas, células adheridas
tras el nocodazol (adheridas), células flotantes tras el bloqueo (mitéticas) y células
inducidas a progresar en ciclo desde mitosis se analizd mediante citometria de
flujo. Tras 1 hora de la liberacion, las células estan mayoritariamente en G2/M. A
las 3 horas aparece una poblacién en G1. A las 5 horas, practicamente todas las
células estan en G1. En presencia de MG132 no existe progresién a G1, pero si
en presencia de cicloheximida (CHX). B) Analisis mediante citometria de flujo de
células MCF-7 crecidas en las mismas condiciones que en A).

El analisis por “western blot” de células HeLa y MCF-7 inicialmente
blogueadas en mitosis y liberadas a progresar en ciclo reveld que AIB1 era
desfosforilado con el tiempo, de manera que después de 5 horas de la
liberacion, solo la banda de mayor movilidad electroforética estaba presente
(Fig. 40A). Esta desfosforilacion coincidia con la desaparicién de la ciclina B.

4Cd02

La ciclina B en asociacion con p3 , €S necesaria para que las células
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entren en mitosis, y su destruccion es requerida para la salida de esta fase
(Minshull et al., 1989; Murray et al., 1989). La destruccion de la ciclina es
mediada por ubicuitinacion (Hershko, 1999), por tanto, la presencia del
inhibidor del proteasoma MG132 impide la degradacién de esta ciclina, asi
como la progresion a G1 (Fig. 39A, 39B y 40A). A diferencia de la ciclina B,
AIB1 no se acumula en presencia de MG132 en ninguno de los casos (Fig.
40A), sugiriendo que la funcion de la fosforilacién no es la degradacion.
Apoyando esta observacion, la progresion a G1 en presencia de
cicloheximida sigue promoviendo la desfosforilacion de AIB1 y no la
degradacioén, ya que en estas condiciones la banda de mayor movilidad
probablemente no es resultado de la traduccion de novo (Fig. 40A).

Una vez establecido que AIB1 era desfosforilado al salir de mitosis,
quisimos averiguar qué fosfatasa era la responsable. Diversas evidencias
sugieren que las serina/treonina proteina fosfatasas son cruciales en la
proliferaciéon celular. En particular, la proteina fosfatasa 1 (PP1), que esta
altamente conservada en todas las células eucariotas, juega un papel
importante en el ciclo celular. Se ha demostrado que Cdk1 fosforila la
subunidad catalitica de PP1 en la treonina 320 (T320), resultando en la
inhibicion de su funcién (Kwon et al., 1997). Con objeto de correlacionar la
desfosforilacion de AIB1 con este evento, se analizé la inactivacion de PP1
por “western blot” mediante anticuerpos para la treonina fosforilada de PP1.
Como cabia esperar, los resultados obtenidos mostraron una correlacion
entre la presencia de ciclina B, la inactivacion de PP1 y la presencia de la
banda fosforilada de AIB1 (Fig. 40A). Adicionalmente, la desfosforilacion de
AIB1 coincidia con la activacion de PP1. Estas observaciones apoyan la
candidatura de PP1 como fosfatasa de AIB1. El hecho de que a las 3 horas
de la liberacién en ciclo, AIB1 ya esté practicamente desfosforilado y, sin
embargo, todavia exista una gran cantidad de PP1 inactivada podria
explicarse por el hecho de tener dos poblaciones celulares bien definidas.

Como se muestra en las figuras 39A y 39B, a las 3 horas de progresion en
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ciclo coexisten la poblacion de células en G1, que contribuiria con la sefial
para la banda de mayor migracion de AIB1, y la poblacién de células
mitéticas, que podria estar contribuyendo en la presencia de PP1
fosforilado. Para comprobar esta hipotesis, se liberaron en ciclo células
HelLa bloqueadas en mitosis, y se lisaron por separado la poblacion de
células adheridas y la poblacién de células flotantes. Los resultados
confirmaron la correlaciéon entre AIB1 fosforilado y presencia de PP1

inactivo soélo en las células mitéticas (Fig. 40B).
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Figura 40: AIB1 es desfosforilado a la salida de mitosis. A) Andlisis por
“western blot” de células HeLa y MCF-7 bloqueadas en mitosis con nocodazol 150
ng/ml durante 17 horas y, mas tarde, liberadas en presencia (paneles superiores)
o ausencia (paneles inferiores) de 10 pg/ml de cicloheximida (CHX) y/o en
presencia o ausencia de MG132 20 puM. Las células se lisaron a los tiempos
indicados después de la liberaciéon en ciclo. B) Células HelLa bloqueadas en
mitosis en las mismas condiciones que en A) fueron inducidas a progresar en ciclo
durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se lisaron por separado las células
adheridas (G1) y las células flotantes (M). Las proteinas AIB1, ciclina B1, PP1,
PP1 fosforilado (P-PP1) y B-actina como control de la carga fueron analizadas por
“western blot” con anticuerpos especificos.
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2.5. La desfosforilacion de AIB1 a la salida de mitosis es
sensible a inhibidores de fosfatasas

La fosforilacion ha sido reconocida como uno de los eventos mas
importantes asociados a la regulacién del ciclo celular. La mayoria del
trabajo en este campo se ha centrado en el papel de las quinasas, como
Cdks, Aurora, etcétera. En células humanas, mas de un millar de proteinas
muestra una fosforilacién incrementada durante mitosis; la mayoria de
éstas son sustratos de Cdk1 (Dephoure et al., 2008). La funcién de las
fosfatasas ha sido menos estudiada y, sin embargo, la reversion de estas
fosforilaciones es un fendmeno igualmente importante. Existen 4 clases
principales de fosfatasas que regulan los procesos implicados en el control
del ciclo celular, éstas son: la proteina fosfatasa 1 (PP1), la proteina
fosfatasa 2A (PP2A), CDC25 y Cdc14 (Trinkle-Mulcahy and Lamond, 2006).
Puesto que la funcion de los homélogos de Cdc14 en células de mamifero
(hCdc14A y hCdc14B) no esta clara y la fosfatasa CDC25 regula los
eventos del inicio de la mitosis, la atencion se focalizé en las otras dos
fosfatasas, PP1 y PP2A, como posibles enzimas que revertian la
fosforilacion de AIB1.

El acido okadaico es un inhibidor especifico de PP1 y PP2A. Sin
embargo, la sensibilidad a este inhibidor es mucho mayor para PP2A que
para PP1, de manera que estas dos fosfatasas pueden ser distinguidas.
Teniendo en cuenta esta nocién, se sincronizaron células HeLa y MCF-7 en
mitosis y se liberaron en presencia o ausencia de acido okadaico. El acido
okadaico previno de manera dependiente de concentracion la
desfosforilacion de AIB1 (Fig. 41A). En contraste, la ciclosporina A, un
inhibidor especifico de PP2B o calcineurina, no impidié la desfosforilacion
de AIB1 (Fig. 41B). Estas observaciones sugerian que era PP1, mas que
PP2A, la fosfatasa de AIB1 a la salida de mitosis. Al igual que el acido

okadaico, la caliculina A es un inhibidor de PP1 y PP2A, pero mas efectivo.
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Figura 41: AIB1 se desfosforila por una fosfatasa sensible a acido 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 acido okadaico (OA). Tras 5 horas,
las células se lisaron y se analizaron por “western blot” con anticuerpos para AIB1y
para B-actina como control de carga. B) Células HelLa sincronizadas en las mismas
condiciones que en A) y liberadas en ciclo en ausencia (-) o presencia (+) de
ciclosporina A 5 pM. C) Anadlisis por “western blot” del estado de fosforilacion de
AIB1 y de marcadores de mitosis en células Hela bloqueadas con nocodazol
durante 19 horas y tratadas durante las dos ultimas con purvalanol A 10 uyM en
ausencia (-) o presencia (+) de acido okadaico 0.5 yM o caliculina A 20 nM. D)
“Western blot” de células HelLa bloqueadas en mitosis como en A) y liberadas en
ciclo en ausencia (-) o presencia (+) de acido okadaico 0.5 uM o caliculina A 20 nM
durante 5 horas. E) Ensayo de desfosforilacion in vitro con la subunidad catalitica
de la isoforma a de PP1 (PP1c). 30 ug de lisado de células HelLa flotantes
obtenidas como en A) se incubaron con 1.25 unidades de enzima PP1
recombinante en ausencia (-) o presencia (+) de 1 uM de acido okadaico (OA).
Todo el volumen del ensayo se resolvié por SDS-PAGE y se analizd por “western
blot” con anticuerpos anti-AIB1 y anti-histona 3 fosforilada (P-H3) como control
positivo de la reaccion.
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El tratamiento con acido okadaico de células HelLa bloqueadas en mitosis y
tratadas con purvalanol A no produjo ningin cambio en la desfosforilacion
de AIB1, mientras que el tratamiento con caliculina A la inhibi6 eficazmente
(Fig. 41C). De igual modo, la caliculina A impidié la desfosforilacion de la
histona 3, sugiriendo que quizas el efecto sobre AIB1 era indirecto. Con
objeto de analizar el efecto de la caliculina A en ausencia de purvalanol A,
se bloquearon células HelLa 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 acido okadaico, la desfosforilacion de
AIB1. Para comprobar si AIB1 podia ser desfosforilado por PP1, realizamos
un ensayo in vitro con la subunidad catalitica recombinante de PP1a y
lisados de células HelLa bloqueadas en mitosis. Sin embargo, la movilidad
de AIB1 no cambi6 (Fig. 41E), indicando que PP1a no desfosforilaba a
AIB1 in vitro.

2.6. El mutante S728A de AIB1 se fosforila en mitosis

El analisis de la secuencia de AIB1 revelo la presencia de un total
de 28 sitios de fosforilacion (S/T)P (22 sitios SP y 6 sitios TP). Sin embargo,
solo uno de estos sitios (la serina 728; SPKK) correspondia al consenso
canonico de fosforilacion por Cdks [(S/T)PX(R/K)]. Para examinar si la
fosforilacion en esta posicion era la responsable del cambio de movilidad de
AIB1 en mitosis, se sustituyd la serina 728 a alanina mediante mutagénesis
dirigida. La trasfeccion de este mutante en células COS-1 reveld que el
doblete para AIB1 seguia presente en las células bloqueadas en mitosis
con nocodazol (Fig. 42), sugiriendo, o bien que la fosforilacion mitética era
independiente de este sitio conservado para Cdks, o bien que existian otros

sitios de fosforilacién que podrian estar compensando.
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Figura 42: La banda de menor migracion electroforética sigue presente en
mitosis en el mutante S728A de AIB1. Los plasmidos 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 asincréonicamente (A) o se bloquearon en mitosis (M) con nocodazol
150 ng/ml durante 17 horas. El analisis por “western blot” con anticuerpos anti-
AUS5 mostro la presencia del doblete de mitosis tanto para la proteina silvestre
como para la proteina mutante.

Debido al gran numero de sitios potenciales de fosforilacion por
Cdks (28 totales), decidimos intentar un abordaje mas global mediante el
analisis de protedmica. Para ello se inmunoprecipité AIB1 de células HelLa
asincrénicas o de células HelLa mitéticas, y los inmunocomplejos se
resolvieron en un gel SDS-PAGE. La tincion especifica para fosfoproteinas
(Pro-Q Diamond) revel6 una banda (aproximadamente de 200 KDa) de
mayor intensidad presente tanto en las células asincrénicas como en las
mitéticas, y una banda de menor intensidad, por debajo, sélo en las
mitéticas (Fig. 43A). Estas bandas se escindieron gel, se digirieron con
tripsina y se analizaron por espectrometria de masas. AlB1 fue identificada
en la banda especifica de mitosis (Fig. 43B), apoyando que este
coactivador se fosforilaba en esta fase. Sin embargo, no se pudo identificar
ningun sitio de fosforilacion (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.
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Spot Protein Access Score  Matched  Mass
name peptides
1 Myosin 9 MYHE_HUMAN 2650 388 227646
- { 1 Myosin 10 MYH18_HUMAN 1275 108 220824
200 —

2 Myosin 8 MYHS_HUMAN 69 3 227646
[ 2 Serum albumin ALBU_BOVIN 46 1 71355

12148 precursor
] 2 Cytokeratin 1 000132 43 2 56149
100 2 Nuclear receptor NCOA3_HUMAN 28 1 156107

coactivator 3

Figura 43: Analisis de los sitios de fosforilacion de AIB1 por espectrometria de
masas. A) 5 ug de proteina total de células HelLa asincrénicas (A) o mitéticas (M) fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos para AIB1. Una vez lavados, los inmunocomplejos
se hirvieron en tampén de carga dos veces consecutivas (12 eluciéon y 22 elucién) y se
resolvieron en un gel SDS-PAGE al 7.5%. El gel fue, posteriormente, tefido con Pro-Q
Diamond, una tincién especifica para proteinas fosforiladas. B) Las bandas tefidas
fueron escindidas del gel, digeridas con tripsina y analizadas por espectrometria de
masas (LC/MS/MS). En la tabla se muestran dos de las identificaciones mas relevantes
para la banda 1 y las 4 proteinas identificadas en la banda 2. Ambas bandas
corresponden a la primera elucion de los inmunoprecipitados mitéticos.

2.7. El complejo Cdk1-ciclina A no fosforila a AIB1 in vitro

Con objeto de identificar los sitios de fosforilacion de AlB1 por Cdks,
quisimos abordar el problema mediante una nueva estrategia. La proteina
de AIB1 se fragmentd y se expreséd en bacteria como proteina de fusion a
GST (Fig. 44A). La fosforilacion in vitro de los fragmentos con el complejo
Cdk1-ciclina B1 en presencia de [y->?PJATP mostré que Unicamente el
fragmento C (693-933) era fosforilado por este complejo (Fig. 44C).
Casualmente, este fragmento contiene el sitio consenso candnico de
fosforilacion por Cdks (serina 728). Para estudiar si AIB1 también podia ser
fosforilado por el complejo Cdk1-ciclina A, se repitié 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 estaria fosforilando justo a la entrada de

mitosis, cuando el complejo Cdk1-ciclina B1 se activa.
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Figura 44: AIB1 es fosforilado in vitro por el complejo Cdk1-ciclina B, pero
no por el complejo Cdki-ciclina A. A) Esquema representativo de los
fragmentos generados de AIB1 fusionados a GST. B) Tincién 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 incubd con el complejo
Cdk1-ciclina B1 en presencia de [y-**PJATP durante 1 hora a 30°C. La mitad de la
muestra se resolvié en un gel SDS-PAGE, el gel se secd y se expuso a una
pelicula autorradigrafica. Como control positivo de la reaccion se utilizé el
fragmento comprendido entre los aminoacidos 792 y 928 de la proteina 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.

Una vez establecido que unicamente el fragmento C (693-933) era
fosforilado por Cdk1, quisimos identificar los sitios mediante espectrometria
de masas. La ventaja era que al tener el fragmento fusionado a GST, éste
se podia obtener en cantidades aceptables mediante expresion en bacteria.
Ademas, se evitaba la posible inespecificidad de los anticuerpos utilizados
para inmunoprecipitar el AIB1 endégeno de las células. En la figura 45 se

muestran los dos sitios, supuestamente fosforilados, encontrados en este
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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 fosforilacion por Cdks (Nigg, 1993), indicando que

posiblemente no estabamos ante los sitios correctos de fosforilacion.
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Figura 45: Identificacion de sitios de fosforilacion en el fragmento de AlIB1
comprendido entre los aminacidos 693 y 933. El fragmento C de AIB1 (693-933)
se expres6 en la cepa BL21 de Escherichia coli, se purific6 mediante glutation
sefarosa, se fosforilé in vitro con Cdk1-ciclina B1 durante 2 horas y se resolvié en un
gel SDS-PAGE. La tincion Coomassie de este gel revelé 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 (cromatografia liquida
acoplada a espectrometro de masas en tandem). Se muestra la informacion relativa
a la identificacion 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 asignacién con fiabilidad media y en rojo la de baja fiabilidad.
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2.8. La fosforilacion de AIB1 en mitosis es independiente del

sitio consenso de unién a ciclina

El motivo de unién 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 fosforilacion por Cdk
[(S/T)PX(K/R)], una secuencia bipartita de reconocimiento para las
quinasas dependientes de ciclina. La fosforilacion optima por Cdks se
produce cuando este motivo esta localizado a un minimo de distancia del
residuo fosforilable de entre 48 y 72 A (Takeda et al., 2001). Cabe destacar
que AIB1 contiene un motivo de este tipo localizado en la posicion +11 de

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

A

GST — GNSPAEVAKITAEATGKDTSSITSCGDGNVVKQEQL
SPKKKENNALLRYLLDRDDSDDALSKELQPQVEG
VDNKMSQCTSSTIPSSSQEKDPKIKTETSEEGSGDL
DNLDAILGDLTSSDFYNNSISSNGSHLGTKQQVFQG
TNSLGLKSSQSVQSIRPPYNRAVSLDSPVSVGSSPP
VKNISAFPMLPKQPMLGGNPRMMDSKENYGSSMG
GPNRNVTVTQTPSSGDWGLPNSKAGRMEM

B Coomassie C + Cdk1/ciclina B1
s
(<) ov

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
aminoacidos 693 y 933. En rojo, sitio consenso de fosforilacion por Cdk y en azul,
motivo de reconocimiento por ciclinas. B) Tincién de Coomassie para las
proteinas de fusion silvestre (C) y mutante (C AYA) de AIB1. C) Autorradiografia
del gel SDS-PAGE en el que se resolvio la mitad del volumen de reaccion de cada
una de las proteinas hibridas incubadas con Cdk1-ciclina B1 en presencia de [y-
¥2P]ATP durante 1 hora a 30°C. La proteina del retinoblastoma fusionada a GST
(Rb) fue utilizada como control positivo de la reaccion.
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distancia del sitio consenso corresponde a 44 A, indicando que podria 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 AlB1 (693-933) fusionado a GST. Sin embargo,
este mutante se siguié fosforilando in vitro por Cdk1-ciclina B1 (Fig. 46C),
sugiriendo que la fosforilacion 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 podia
fosforilar en el sitio consenso candnico de fosforilacion por Cdks, se
sustituy6 la serina 728 por alanina en el fragmento C de AIB1 (693-933).
Tanto la proteina hibrida no mutante como la proteina mutante fueron
expresadas en bacteria y purificadas con glutation sefarosa. Cantidades
equivalentes de ambas proteinas, determinadas en un gel tefido con
Coomassie (Fig. 47A), fueron sujetas a ensayo de fosforilacion in vitro con
Cdk1-ciclina B en presencia de [y->?P]JATP. Los resultados revelaron que la
intensidad de la marca radiactiva para el mutante era significativamente
menor que para la proteina silvestre (Fig. 47B). Esta observacién sugeria
que la serina 728 era fosforilada por el complejo Cdk1-ciclina B. Ademas, la
presencia de senal radiactiva en el mutante indicaba la posible existencia
de otros sitios de fosforilacion 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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Figura 47: La mutacion en la serina 728 de AIB1 causa un descenso en la
fosforilacion mediada por Cdk1-ciclina B. A) Tincion Coomassie mostrando
cantidades equivalentes de las proteinas de fusion silvestre (C) y mutante (C
S728A) de AIB1. C) Autorradiografia del gel en el que se resolvié la mitad de la
reaccion quinasa a la que se sometieron cada una de las proteinas hibridas con el
complejo recombinante Cdk1-ciclina B1 en presencia de [y-P]ATP durante 1
hora a 30°C. El resultado es representativo de tres experimentos independientes.

2.10. Localizaciéon subcelular de la fosforilacion de AIB1 en
mitosis

Tinciones de inmunofluorescencia con anticuerpos para AIB1 en
células MCF-7, asi como en HelLa, A549 y H1299 (resultados no
mostrados), revelaron que AIB1 estaba excluido de los cromosomas
condensados en células mitoticas (Fig. 48). Esta observaciéon podria ser
interpretada como una posible funciéon para la fosforilacion de AIB1 en
mitosis. Durante la interfase, las proteinas asociadas con la transcripcion se
distribuyen, generalmente, en el nucleo de las células. Sin embargo,
durante la mitosis muchas de estas proteinas son excluidas de los
cromosomas condensados y quedan dispersas por el interior de la célula.

Como ejemplo mas claro se puede citar el caso de la RNA polimerasa I
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(Christova and Oelgeschlager, 2002). Dado que AIB1 es un coactivador de
la transcripcion, podria ocurrir que su fosforilacion en mitosis tuviera

relacion con esta exclusion de la cromatina.

Células MCF-7

Metafase Anafase Telofase

DAPI

AlB1

Mezcla

Figura 48: AIB1 esta excluido de los cromosomas condensados en
células mitéticas. Células MCF-7 crecidas en condiciones normales y
tefiidas con DAPI en azul y con anticuerpos anti-AlB1 en rojo (Cy3). Las
flechas muestran células mitéticas con los cromosomas condensados.
Linea, 10 ym.

Con objeto de estudiar la localizacion de AIB1 en su estado
fosforilado, se sincronizaron células MCF-7 y HelLa en mitosis con
nocodazol. La deteccion simultanea de AIB1 no fosforilada y de AIB1
fosforilada fue posible, como se describié anteriormente, en las células que
permanecian adheridas tras el tratamiento con nocodazol (ver figura 35C

columna G2/M). El analisis por citometria de flujo demostré que mas del
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60% de estas células tenian un contenido 4N de DNA, es decir, estaban
bloqueadas en G2/M (ver figuras 39A y 39B grafica adheridas).
Fraccionamientos subcelulares citosol/nucleo realizados en estas
poblaciones celulares revelaron que la banda de menor migracion,
correspondiente a la forma fosforilada de AIB1, se localizaba en el citosol
(Fig. 49). Estas observaciones sugerian que, quizas, la finalidad de la
fosforilacion de AIB1 en mitosis era excluir de la cromatina a este

coactivador para, de algun modo, impedir su funcion transcripcional.

MCF-7 HelLa
Cc N C N

!! L B | A'E!

- Lamina A/C
=

Figura 49: La forma fosforilada de AIB1 se localiza en el citosol de células
bloqueadas en G2/M. Células MCF-7 y HelLa fueron bloqueadas en mitosis con
nocodazol 150 ng/ml durante 17 horas. Las células que permanecian adheridas
tras el tratamiento con el inhibidor fueron sujetas a fraccionamiento citosol
(C)/nucleo (N). El analisis por “western blot” con anticuerpos para AlB1 reveld que
la banda fosforilada de AIB1 se localizaba en el citosol en ambos casos.
Anticuerpos anti-Lamina A/C se utilizaron para determinar la contaminacion
nuclear en el citosol.

Como se demostré en el apartado anterior, la serina 728 parecia ser
un sitio importante de fosforilacion, ya que su mutacion suprimia en gran
medida la fosforilacion por Cdk1-ciclina B1. Con objeto de ver si los
mutantes de esta serina a alanina para impedir la fosforilacion en este sitio,
0 a acido glutamico para mimetizarla, tenian una localizacion subcelular
diferente a la de AIB1 silvestre, se transfectaron las construcciones

plasmidicas en células COS-1. Las inmunofluorescencias revelaron que
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tanto la proteina silvestre como las proteinas mutantes (AIB1 S728A y AlIB1
S728E) estaban localizadas en el nucleo (Fig. 50). Si la finalidad de la
fosforilacion de AIB1 era enviar a este coactivador al citosol antes de la
ruptura de la membrana nuclear, no quedaba reflejada en el mutante a
acido glutdmico que deberia haberse localizado en el citosol. Estos
resultados indicaban que, o bien la funcion de la fosforilacion de AIB1 no
estaba relacionada con la regulacion de su localizacion subcelular, o bien
que la existencia de otros posibles sitos de fosforilacion estaba
compensando el efecto.

Células COS-1
AUS-AIB1 AUS5-AIB1 S728A AUS-AIB1 ST28E

DAPI

AU5

Figura 50: Los mutantes de AIB1 S728A y S728E se localizan en el nticleo de
células COS-1. Células COS-1 fueron transfectadas con los plasmidos pCEFL-
AU5-AIB1, pCEFL-AU5-AIB1 S728A y pCEFL-AU5-AIB1 S728E vy, posteriormente,
bloqueadas en mitosis con nocodazol. Dos dias después de la transfeccion, las
células se tifieron con DAPI en azul y con anticuerpos anti-AU5 en verde (FITC).
Linea, 10 ym.
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2.11. Actividad transcripcional de AIB1 en Mitosis

La entrada en mitosis en las células eucariotas va acompafada de
una inhibicion global de la transcripcion, necesaria para la correcta division
celular. Esta represion esta regulada a diferentes niveles, entre los cuales
la fosforilacion de factores implicados en la transcripcion es uno de los
mecanismos mas importantes (Gottesfeld and Forbes, 1997). Con objeto de
examinar si la fosforilacion de AIB1 en mitosis estaba relacionada con su
actividad transcripcional, se realizaron experimentos de cotransfeccion de
los plasmidos que contenian las proteinas 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 intrinseca

de AIB1 era independiente de la fosforilacion en la serina 728.
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Figura 51: La fosforilacion de AIB1 en S728 regula la coactivacion de ERa. A)
Células COS-1 se cotransfectaron con los plasmidos que contenian las proteinas AIB1 y
AIB1 S728A fusionadas al dominio de union al DNA de Gal4, conjuntamente con el
indicador de luciferasa. 30 horas después de la transfeccion, 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 plamido
vacio en forma de media + SE de ftriplicados. La significatividad (p>0,05) se analizo
mediante el test de Student. B) Células COS-1 se cotransfectaron con el plasmido ERE-
tk-luciferasa y con los plasmidos pCMX-Gal4-DBD y pBABE vacios (1); con los
plasmidos pBABE-ERa y pCMX-Gal4-DBD (2) como control de la actividad del AIB1
enddgeno; con los plasmidos pBABE-ERa y pCMX-Gal4-DBD-AIB1 (3); y con los
plasmidos pBABE-ERa 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 Ultimas 5 horas del tratamiento con nocodazol. La grafica
muestra la media + SE de triplicados normalizados a (1) (* p<0,05 en el test de Student).
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También quisimos estudiar el impacto de la fosforilacion en la
funcion de AIB1 como coactivador. Para ello, se evalud la transactivacion
mediada por el receptor de estrégenos a (ERa) utilizando un indicador de
luciferasa bajo el control del elemento de respuesta a estrégenos (ERE2-tk-
luciferasa). Células COS-1 fueron cotransfectadas con los plasmidos
pBABE-ERa, pCMX-Gal4-DBD-AIB1 o pCMX-Gal4-DBD-AIB1 S728A y
ERE-tk-luciferasa. El mutante S728 provocd un aumento significativo de la
transcripcion (Fig. 51B), indicando la posibilidad de que la forma fosforilada
de AIB1 interaccionara y/o coactivara en menor medida al receptor de
estrogenos. Todos los resultados anteriores sugieren que la fosforilacion de
AIB1 podria estar afectando a su funcién coactivadora, pero no a su

actividad transcripcional intrinseca.
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La sefalizacion celular por receptores nucleares y otros factores de
transcripcion es un proceso complejo que implica la actuacién de multiples
cofactores que regulan la actividad transcripcional. La expresion alterada o
la modificacion de estos cofactores puede resultar en cambios en la
expresion génica, provocar alteraciones en el ciclo celular y dar lugar a
patologias diversas, incluyendo el cancer. Por eso, es muy importante que
la cantidad y funcién de estos moduladores esté bien regulada.

AIB1 es un coactivador de receptores esteroideos, asi como de
otros factores de transcripcion, que ha sido fuertemente implicado en
cancer. Un gran numero de evidencias revela que AIB1 es un oncogén. La
generacion del modelo transgénico de raton MMTV-AIB1 claramente indica
que AIB1 es suficiente para iniciar la tumorigénesis (Torres-Arzayus et al.,
2004). Ademas, la amplificacion y sobreexpresion de este coactivador
existe en una gran variedad de canceres e integra varias vias de
sefalizacion, como las mediadas por receptores nucleares, HER2/neu,
IGF/AKT, NF-kB vy el ciclo celular (Lahusen et al., 2009; Xu et al., 2009). La
regulacién de la proliferacion, supervivencia y migracion celulares a través
de estas vias 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 metastasis, 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 podria representar una diana muy
atractiva en la terapia contra el cancer.

Desde la identificacion de AIB1, se han realizado diversos estudios
para investigar su estructura molecular, sus funciones fisioldgicas, los
mecanismos intermoleculares que regula, y sus efectos patolégicos. Sin
embargo, aunque se ha progresado mucho en el entendimiento de la
funciéon de AIB1 y en cémo influencia la tumorigénesis integrando varios
mecanismos moleculares, todavia quedan por aclarar cuestiones

importantes referentes a como se consigue su sobreexpresion o exceso de
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proteina. Los mecanismos moleculares responsables de la amplificaciéon
génica y la sobreexpresion de AIB1 todavia no estan bien definidos. Un
numero limitado de estudios ha sugerido que el aumento de los niveles de
AIB1 en cancer se puede atribuir tanto a su activacion transcripcional como
a la estabilizacion postranscripcional de este coactivador (Mussi et al.,
2006). No obstante, la regulacion de la estabilidad proteica de AIB1
representa otro mecanismo importante para incrementar los niveles de esta
molécula en cancer.

En la presente tesis se han estudiado algunos de los factores
implicados en la regulacion de la estabilidad y degradacién de la proteina
de AIB1, asi como la naturaleza y posible funcion de una nueva forma
mitdética encontrada para este coactivador y producida por modificacion

postraduccional.

1. ESTUDIO DE LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE LA ESTABILIDAD DE AIB1

1.1. Diferencias en la distribucién celular y en la estabilidad
de AIB1 en varias lineas celulares

En el presente estudio se ha visto que el contenido nuclear de AIB1
varia entre lineas celulares de cancer. AlB1 es principalmente citosdlico en
las lineas celulares HeLa y H1299, mientras que es mayoritariamente
nuclear en MCF-7 y A549. La diferente localizacion subcelular de AlB1,
dependiendo del tipo celular y del estado de diferenciacion y/o proliferacion,
ya ha sido demostrada anteriormente (Qutob et al., 2002). En un trabajo
realizado en nuestro laboratorio se ha observado una correlacion entre la
incorporacion de bromodeoxiuridina y la localizacién nuclear para AIB1 en

células epiteliales de la glandula mamaria murina (Avivar et al., 2006).
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Parece, por tanto, que la localizacién de AIB1 tiene una regulaciéon
dindmica con el ciclo celular.

Basandonos en las diferencias encontradas en la localizacion de
AIB1 en diversas lineas celulares, quisimos estudiar una posible relacion
entre la localizacion y estabilidad de este coactivador. Existen estudios
controvertidos acerca de si AIB1 se degrada en el citosol (Mani et al., 2006)
o en el nucleo (Li et al., 2007a). Utilizando células HeLa, MCF-7, H1299 y
A549 como modelos bioldgicos, nosotros hemos observado que la
localizacidon nuclear de esta molécula oncogénica correlaciona con una
menor vida media, y a la inversa. Ensayos con ciclosporina A, que produce
una mayor localizacién citosdlica de AIB1 al bloquear las células en GO,
apoyan la mayor estabilidad del AIB1 citosodlico. Por otra parte, el bloqueo
de la sintesis proteica y posterior fraccionamiento subcelular demuestra que
solo el contenido nuclear de AIB1 disminuye. Todas estas evidencias
indican que la distribucion subcelular es un factor importante en la
estabilidad de AIB1 y apoyan que esta molécula podria estar degradandose
en el nucleo.

La actividad del receptor de estrogenos 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-B-estradiol reprime la transcripcion y expresion de
AIB1 en las células de cancer de mama MCF-7 y que este efecto es
revertido por la adicién de antiestrogénicos o &cido retinoico (Lauritsen et
al., 2002). Nuestros resultados demuestran que en presencia de 17-B-
estradiol la estabilidad de AIB1 disminuye, mientras que aumenta en
presencia de moduladores selectivos del receptor de estrégenos 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 estrégenos podria estar modulando la estabilidad de AIB1, al
afectar su localizacién subcelular. Curiosamente, la linea celular MCF-7

contiene mayores niveles de receptor de estrogenos que Hela. Por tanto,
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las diferencias de estabilidad de AIB1 en estas lineas celulares podrian

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

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

La degradacion nuclear de AIB1 ha sido corroborada mediante el
uso del antibiético leptomicina B, que inhibe la exportacién nuclear por
CRM1. La presencia de este inhibidor produce una disminucién de la
actividad transcripcional intrinseca de AIB1, asi como de sus niveles en
células MCF-7 tanto en presencia como en ausencia de suero en el medio
de cultivo. Ademas, este descenso es rescatado por el inhibidor del
proteasoma MG132, indicando que la degradacion de AIB1 en el nucleo
esta mediada por el proteasoma. Una interpretacion para el hecho de que
la recuperacion de los niveles de AlIB1 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
degradacion mediada por el proteasoma. Sin embargo, si esto fuera cierto,
el tratamiento con leptomicina B y el tratamiento con ambos inhibidores
habrian producido el mismo resultado. Otra explicacion mas plausible es
que la leptomicina B reduzca los niveles de AIB1 por dos mecanismos
distintos: por la inhibicidon de la exportacién nuclear de RNAs mensajeros y
por impedir que AIB1 salga al citosol.

Por otra parte, la observacion de que la leptomicina B causa una
acumulaciéon nuclear de AIB1 en células Hela, donde este coactivador es
principalmente citosdlico, sugiere que el transporte de AIB1 entre el nucleo
y el citosol es dinamico, y que la mayor estabilidad en células HeLa podria
deberse a una mayor exportacion nuclear de AIB1 en esta linea celular. No
hemos encontrado diferencias significativas en células HeLa y MCF-7 en la

expresion de SIP e importina a3, dos moléculas implicadas en el transporte

158



DISCUSION

al nucleo de AIB1 (Yeung et al., 2006; Zhang et al., 2007). Sin embargo, no
podemos excluir la posibilidad de que existan diferencias celulares
especificas que regulen el nivel de activacion de estas proteinas.

La mayor estabilidad de AIB1 en células HelLa podria deberse, por
tanto, a un menor contenido y actividad del receptor de estrogenos y a una
mayor exportacion de AIB1 al citosol, pero ¢ existen diferencias en cuanto a
la ubicuitinacion de AIB1 en células HeLa y MCF-7? En las células
eucariotas, el sistema ubicuitina-proteasoma media la degradacion de
numerosas proteinas, como factores de transcripcién, receptores nucleares,
proteinas reguladoras del ciclo celular, etcétera. Los coactivadores de
receptores nucleares son diana de este sistema de degradacion (Yan et al.,
2003). Ademas, AIB1 puede degradarse de manera independiente de ATP
y ubicuitina por el proteasoma REGy (Li et al., 2006). Los experimentos de
coinmunoprecipitacion en células ftransfectadas 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 HelLa no es debida a
defectos en la ubicuitinacién en esta linea celular.

Para estudiar la poliubicuitinaciéon de AIB1 se han utilizado dos
modelos celulares bien establecidos: la linea HelLa 6xHis-ubicuitina y la
linea termosensible E36-ts20. Gracias a la compatibilidad de la purificacion
de proteinas marcadas con His-ubicuitina con  condiciones
desnaturalizantes y, por tanto, a la posibilidad de eliminar cualquier
actividad desubicuitinasa, la linea celular Hela 6xHis-ubicuitina ha
permitido poner de manifiesto el tipico bandeo de poliubicuitinas de AIB1.
Por su parte, la linea E36-ts20, que contiene una mutacion termosensible
en la enzima activadora de ubicuitinas E1, ha sido util para corroborar la
degradacién 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 degradacion de AIB1 mediada por ubicuitinacién, ya que los
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niveles de este coactivador son mas elevados en comparacion con las
células crecidas a temperatura permisiva, donde la via es activa.
Adicionalmente, la acumulaciéon de AIB1 en el nucleo 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 AlB1

La conjugacion de ubicuitina a las proteinas diana implica tres
pasos consecutivos mediados por la actividad de un sola enzima activadora
de ubicuitinas (E1), varias enzimas conjugadoras de ubicuitinas (E2) y
multiples 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 existian 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 conocia la ubicuitina ligasa de AIB1.

Un grupo emergente de proteinas que interaccionan con receptores
nucleares esta constituido por proteinas previamente identificadas como
componentes del sistema de degradacion 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 interaccion de la proteina E6 del virus del papiloma humano tipo
16 y 18 con el supresor de tumores p53, induciendo su degradacion por la
via ubicuitina-proteasoma (Cooper et al., 2003). En 1999 Nawaz y
colaboradores demostraron una nueva funcion para EG6-AP como
coactivador de receptores nucleares (Nawaz et al., 1999). Ademas, se ha
visto que esta ubicuitina ligasa puede promover la degradacién de ERa
(Gao et al.,, 2005). Estas dos evidencias propusieron a E6-AP como
candidata para mediar la degradacion 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 funcién de ERa en células de cancer de mama
(Saji et al., 2001), y media la degradacion de los receptores de
glucocorticoides y de andrégenos (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 producia un
descenso en los niveles de AIB1 en células MCF-7, HelLa, A549 y H1299,
sugiriendo que E6-AP y MDM-2 no promovian la degradacion de AIB1, sino
que mas bien lo estabilizaban. Mas tarde, Mani y colaboradores observaron
que EG-AP inducia la ubicuitinacion y degradacion de AIB1 en células
COLO 357 PL, derivadas de un carcinoma pancreatico humano, y en
células ME-180, derivadas de un carcinoma cervical humano (Mani et al.,
2006). No descartamos la posibiidad de que estos resultados
contradictorios sean debidos a diferencias celulares especificas.

En un principio, se observd una menor intensidad de la
fluorescencia para AIB1 en células mitéticas, sugiriendo que este
coactivador podria estar degradandose en mitosis. Ensayos con
inmunoprecipitados de AIB1 de células MCF-7 y lisados de ovocitos de
Xenopus laevis bloqueados en mitosis confirmaron esta hipotesis, ya que el
analisis por “western blot” mostraba una disminucion de los niveles de AIB1.
Estos resultados preliminares nos llevaron a considerar los complejos SCF
(proteinas Skp1, Cul1 y F-box) y el complejo promotor de la anafase (APC)
o0 ciclosoma como posibles ubicuitina ligasas de AIB1, por ser éstos
importantes reguladores de la degradacién de componentes del ciclo
celular (Yamasaki and Pagano, 2004). En nuestras condiciones, no
observamos interaccion entre AlIB1 y Skp1. Sin embargo, a diferencia de
nuestras observaciones, recientemente se publicé que SCF™" ubicuitinaba
y promovia la degradacion de AIB1 (Wu et al., 2007). La presencia de dos
motivos de destruccion D-box en la secuencia de AIB1, encontrados en
numerosas proteinas mitoticas ubicuitinadas por APC (Zachariae and

Nasmyth, 1999), sugeria una implicacion de este motivo en la degradacién
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de este coactivador. No obstante, la mutacion dirigida de estas cajas de
destruccion no impidié la degradacion de AIB1, indicando que la regulacion
de los niveles de esta molécula oncogénica por el proteasoma podria ser
independiente de estos motivos D-box. El analisis de la expresion de AlB1
en las distintas fases del ciclo celular por “western blot”, que sera discutido
mas tarde, junto con los resultados obtenidos en ensayos de incubacién de
35S[Met]-AIB1 con lisados de ovocitos de Xenopus apoyaron que, a
diferencia de lo que se habia observado previamente, AlIB1 no estaba
degradandose 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 degradacién de AlIB1.

El analisis comparativo de la expresion de genes entre ratones
transgénicos para AIB1 y ratones silvestres, realizados anteriormente en
nuestro laboratorio, reveld que la ubicuitina ligasa ZNRF era reprimida
cuando se sobreexpresaba AIB1. ZNRF esta altamente expresada en el
sistema nervioso durante el desarrollo, y su actividad ubicuitina ligasa esta
implicada en el mantenimiento de la plasticidad y transmision neuronal
(Araki and Milbrandt, 2003). Los resultados negativos obtenidos en ensayos
de coinmunoprecipitacion apuntaban a que esta proteina tampoco
promovia la degradacion de AlB1.

Aunque tampoco fuimos capaces de identificar posibles ubicuitina
ligasas mediante técnicas como el “cross-linking” con formaldehido o el “Far
Western Blot”, actualmente se conocen tres ubicuitina ligasas para AlB1:
E6-AP (Mani et al., 2006), SCF™7" (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 gandula mamaria. De hecho
es frecuente encontrar deleciones, amplificaciones, mutaciones o expresion
aberrante de E3s en cancer de mama (Chen et al., 2006). En concreto,
Kajiro y colaboradores han observado una correlacion inversa entre el

estadio tumoral y los niveles de CHIP, y han demostrado que CHIP suprime
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el potencial metastatico de células de cancer de mama a través de la
degradacion de AIB1 (Kajiro et al., 2009). En este caso, la reducida
actividad de la maquinaria de ubicuitinacién puede llevar al aumento de
proteinas oncogénicas en las células tumorales. Ademas, CHIP puede
ubicuitinar otras proteinas oncogénicas como HER2/neu (Xu et al., 2002),
con lo que no se pueden descartar los efectos de otras proteinas en la
progresién tumoral. Sin embargo, tanto CHIP como AIB1 podrian ser

consideradas como excelentes candidatas a dianas antitumorales.

1.4. La secuencia PEST es requerida para desestabilizar a
AlB1

El reconocimiento del sustrato que va ser degradado se realiza a
menudo a través de ubicuitina ligasas. Numerosas proteinas sustrato
contienen elementos, conocidos con el nombre de degrones, que
promueven la ubicuitinacion. Algunos de estos degrones han sido
caracterizados, como la caja de destruccion D-box. Los llamados motivos
PEST son secuencias hidrofilicas ricas en prolina, acido glutamico, serina y
treonina que estan flanqueadas con frecuencia por aminoacidos cargados
positivamente. Los motivos PEST se encuentran en numerosas proteinas
eucariotas inestables y sirven de sefial proteolitica o degrén (Rechsteiner
and Rogers, 1996). El analisis de la secuencia proteica de AIB1 con el
programa PESTfind identificé una secuencia potencial de este tipo entre los
aminoacidos 647-672. Nuestros resultados muestran que cuando se
deleciona la secuencia PEST (en el fragmento de AlIB1 comprendido entre
los aminoacidos 673-1424), AIB1 es mas estable, sugiriendo un papel en la
degradacién de este coactivador. Seria interesante delecionar solo 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 modificacion por ubicuitina sirve como elemento de
reconocimiento por el proteasoma, pero a veces no es suficiente para la
degradacién de proteinas plegadas. Algunas proteinas requieren una
region sin estructura que sea hidrolizada en primer lugar para acelerar la
degradaciéon por el proteasoma (Prakash et al., 2004). Las secuencias
PEST a menudo representan secuencias sin estructura en las proteinas
(Singh et al., 2006). Debido a la relativa cercania de la secuencia PEST con
los sitios de ubicuitinacion K723 y K786, que median la degradaciéon de
AIB1 (Wu et al, 2007), podria pensarse un proceso similar en la
degradaciéon de esta molécula oncogénica. El fragmento 673-1424 podria
ser ubicuitinado, pero su degradacion seria mas lenta, al haber perdido la
secuencia PEST (Fig. 32C).

En algunos factores de transcripcion, degradados por el proteasoma
26S, los elementos de destruccién y los dominios de activacion han
evolucionado en estrecha relacién para acoplar los mecanismos de
activacion transcripcional y degradacion (Salghetti et al., 2000). Debido a
que la secuencia PEST se encuentra en el dominio de interaccion con
receptores nucleares, esencial para la transactivacion mediada por éstos,

es posible que un mecanismo similar haya evolucionado también en AlIB1.

1.5. Senalizacion por AKT y estabilidad de AlB1

Un resultado interesante de este trabajo es la estabilidad de AKT
activo o P-AKT en las células MCF-7 en comparaciéon con Hela. La
deplecion del suero es menos efectiva a la hora de reducir los niveles de P-
AKT en células MCF-7. Ademas, la ausencia prolongada de los estrogenos
puede causar un bloqueo del crecimiento de las células MCF-7 sin producir
una disminucion significativa de los niveles de P-AKT. Esta sostenida

activacion de AKT es probablemente debida a una mayor expresién de AKT
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en células MCF-7. La sobreexpresion de AIB1 en esta linea celular podria
jugar un papel en los mayores niveles de AKT. De hecho, como se
explicaba en la introduccién (apartado 5.2.2.1), existe una correlacion entre
AIB1 y los niveles de expresion de componentes de la via de sefializacion
IGF/PIBK/AKT (Yan et al., 2006). Por ejemplo, la delecion de AlIB1 con RNA
de interferencia en células MCF-7 reduce la expresion de IGF-IR vy
proteinas IRS que a su vez disminuyen la activacién de AKT tras la
estimulacion con IGF (Oh et al.,, 2004). Sin embargo, deben existir otros
mecanismos especificos de células MCF-7 para explicar la mayor
activacion 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 estrogenos en la linea celular MCF-7 causa un ligero
incremento en los niveles de AIB1. Esta acumulaciéon difiere de lo que
ocurre en células HelLa, 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 ubicuitinacion y degradacion de AlB1
(Mani et al., 2006). Parece que los mayores niveles de AKT activo en la
linea 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 estrogenos impida la
fosforilacion y/o translocacion de AIB1 al nucleo, donde supuestamente se
degradaria.

Nuestros datos muestran que la via PIBK/AKT confiere estabilidad a
AIB1. Hemos observado que sdlo los fragmentos de AIB1 que contienen la
region central son estabilizados por AKT. Una posible explicaciéon es que
AKT inhiba la ubicuitinacion de estos fragmentos. La inhibicién de la
ubicuitinacion por AKT ha sido descrita previamente en otras moléculas,
tales como MDM2 y XIAP (Dan et al.,, 2004; Feng et al., 2004). La

estabilizacién de AIB1 por la via AKT esta de acuerdo con los resultados
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publicados en la literatura. Se ha observado que AIB1 puede ser fosforilado
por la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) en la serina 505 en células
MCF-7, resultando en su activacion transcripcional y posterior degradacion
por el proteasoma (Wu et al., 2007). GSK3 es una serina/treonina quinasa
por debajo de AKT y es inhibida por fosforilacién mediada por esta quinasa
(Jope and Johnson, 2004), de manera que AKT podria estar estabilizando a
AIB1 a través de este mecanismo. Sin embargo, nuestros resultados
demuestran que debe existir un mecanismo regulador de la degradacion 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 fosforilacion por GSK3 sigue
siendo ubicuitinado y degradado por el proteasoma, ademas de ser
estabilizado por la via PI3BK/AKT. A diferencia de la fosforilacion por GSK3,
que causa la degradaciéon de AIB1, la fosforilacion por PKC atipica en un
degron del extremo carboxi-terminal de AIB1 impide su interaccién con la
subunidad C8 del proteasoma y lo protege de la degradacion de manera
dependiente de ER (Yi et al., 2008). PKC es un conocido sustrato para la
via de senalizacion PI3K/PDK1 (Le Good et al., 1998). Nuestros resultados
son diferentes pero complementarios a esta publicacion, ya que
proporcionan un mecanismo alternativo para estabilizar a AIB1 mediado por
AKT, otro efector de la quinasa PDK1.

Los resultados anteriores podrian 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 estrogenos (Osborne et al.,, 2003). Se han
propuesto diversos mecanismos independientes para explicar el desarrollo
de esta resistencia y, curiosamente, AIB1 esta 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 sobreexpresion 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 cancer de mama (Smith et al., 1997). Otro de
los mecanismos implica al represor de la transcripcion de HERZ2/neu
mediada por ER, PAX2. Los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina
en células MCF-7 han permitido la identificacion de un sitio de union a ER
en un intrén de la region genémica de HER2/neu. El tratamiento con
tamoxifeno o con estrogenos induce el reclutamiento de PAX2 a este sitio
de union. No obstante, el exceso de AIB1 compite con PAX2 por el sitio de
union, resultando en una mayor expresion de HER2/neu y en el desarrollo
de la resistencia endocrina (Hurtado et al., 2008). La amplificacion del gen
de AIB1 en el locus 20q12 es una de las razones por las que se produce la
sobreexpresion de AIB1 (Anzick et al., 1997). Sin embargo, esta
amplificacion ocurre sélo en el 10% de los tumores, mientras que AIB1 se
encuentra sobreexpresado en un 60% aproximadamente. Por tanto, deben
existir otros mecanismos alterados en cancer que participen en el
incremento de los niveles de AIB1. Uno de estos mecanismos podria hacer
referencia precisamente a la via PI3K/AKT (frecuentemente alterada en
cancer) que estabilizaria la proteina de AIB1 inhibiendo su ubicuitinacién y
su degradacioén por el proteasoma. No sabemos si esta estabilizacion es
directa, a través de la fosforilacion de AIB1 por AKT, o indirecta. En
tumores que sobreexpresan el oncogén HER2/neu, la activacion de la via
PI3K/AKT podria estabilizar los niveles de AIB1 y, por tanto, su capacidad

oncogeénica (Fig. 52).

1.6. Actividad transcripcional intrinseca y degradacion de
AlB1

La importancia del sistema ubicuitina-proteasoma en células
eucariotas ha sido reconocida en la regulacion del ciclo celular, en
transduccion de la sefal y en la diferenciacion celular. Sin embargo,

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

suprime las actividades transcripcionales de los receptores de estrogenos,

HER2/neu
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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 transcripcion de HER2/neu. Pacientes con
tumores PAX2 negativos desarrollan resistencia y tienen pobre prondstico. El
exceso de AIB1 compite con PAX2 e induce la transcripcion de HER2/neu. La
activacion de la via de sefalizacion PI3K/AKT previene la degradacion
proteasomal de AIB1, resultando en su sobreexpresion y suprimiendo el efecto
antiestrogénico del tamoxifeno. Finalmente, la fosforilacién y activacion de AlB1
por ERK1,2 permite el reclutamiento de CBP/p300, lo que induce la activacién de
la transcripcion.

progesterona y hormona tiroidea, a pesar de que sus niveles proteicos
aumentan, sugiriendo que el recambio de estos receptores es importante

en la transcripcion mediada por éstos (Lonard et al., 2000). Por el contrario,
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nosotros hemos observado que este efecto no ocurre en la actividad
transcripcional intrinseca de AIB1. La capacidad de AIB1 para estimular la
transcripcion aumenta en presencia de los inhibidores del proteasoma
MG132 y epoxomicina, siempre y cuando los dominios 673-979 y 1133-
1424 estén presentes simultaneamente en la molécula. Resultados
similares se observan para el resto de miembros de la familia SRC vy
también para la histona acetiltransferasa CBP (Lonard et al., 2000). Sin
embargo, no podemos excluir la posibilidad de que las conformaciones
estructurales de las proteinas de fusion 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 ERa.

Se ha descrito que componentes del proteasoma son reclutados a
los promotores de genes diana para mediar tanto la degradacién como la
eficiente elongacion de la transcripcion mediada por determinados factores,
como p53 y VP16 (Zhu et al., 2007; Zhu et al., 2004). Por ejemplo, Sug-1y
S1, componentes de la subunidad 19S del proteasoma, son reclutados a la

region promotora de p21Waf1

en un patrén cinético similar al reclutamiento
de p53, sugiriendo una regulacién del proteasoma en la transcripcion
mediada por este factor de transcripcion (Zhu et al., 2007). Ademas, la
ocupacion de Sug-1 y S1 en el promotor de p21*¥" es mas pronunciada
tras el tratamiento con MG132. Debido a que la inhibicion del proteasoma
causa una acumulacion de las formas ubicuitinadas de las proteinas y que
la particula reguladora 19S es necesaria para el reconocimiento de
sustratos ubicuitinados, podria ocurrir que el reclutamiento del proteasoma
a regiones promotoras de genes diana fuera a través de cadenas de
ubicuitina unidas a las proteinas reguladoras. Varias subunidades del
proteasoma 19S tienen funciones diferentes a la protedlisis. Estudios
genéticos en levadura han sugerido un papel para la ATPasa Sug-1 en la

activacion de la transcripcion (Ferdous et al., 2001). Estos mismos autores
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han demostrado que el proteasoma 19S es capaz de activar potentemente
la elongacion transcripcional in vivo e in vitro por un mecanismo
independiente de la protedlisis. Se ha visto que la subunidad Sug-1
interacciona con el factor de transcripcion TFIIH y, en consecuencia, se
piensa que potencia de manera directa la actividad de la RNA polimerasa |l
(Weeda et al., 1997). Curiosamente, Sug-1 interacciona con AIB1 y
contribuye a la transcripcion de los genes diana del receptor de acido
retinoico (Ferry et al., 2009). A partir de estas lineas de evidencias, seria
razonable pensar que el aumento de la activacion transcripcional por parte
de AIB1 en presencia de los inhibidores del proteasoma fuera debido no
solo a un incremento en los niveles de este coactivador, sino también a un
mayor reclutamiento de la particula 19S u otros cofactores al promotor de la
luciferasa. De esta manera, se explicaria el aumento de la actividad
transcripcional intrinseca producida por la inhibicién del proteasoma en el
fragmento 673-1424 que es mas estable y apenas aumenta tras el
tratamiento con MG132. Por ultimo, ¢qué explicacion tendria el hecho de
que se suprima el aumento de actividad transcripcional tras la inhibicion del
proteasoma en los fragmentos 578-1131, 980-1424 y 1133-1424 de AIB1?
Una posible interpretacion seria que fuera necesaria la presencia de los
tres sitios de ubicuitinacién contenidos en la secuencia de AlIB1. De hecho,
los resultados con en el triple mutante de AIB1 K723R/K786R/K1194R no
muestran una mayor actividad transcripcional intrinseca cuando se inhibe el
proteasoma (Fig. 33B). La presencia de los tres sitios de ubicuitinacion, por
tanto, podria ser crucial para el reclutamiento de componentes del

proteasoma y la correcta activacion transcripcional dependiente de éste.

1.7. ¢{Existen otros mecanismos para la degradacién de AIB1?
Ha sido demostrado que la ubicuitinacién en las lisinas K723 y K786
es importante para la degradacion de AIB1, a diferencia de la ubicuitinacion

en K1194 (Wu et al.,, 2007). Nuestros resultados estan de acuerdo con
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estas observaciones. Los mutantes K723R y K786R vy el triple mutante
K723R/K786R/K1194R parecen ser mas estables, como se deduce de su
mayor actividad transcripcional intrinseca. Contrariamente, el mutante
K1194 conduce a un descenso significativo de la actividad transcripcional,
sugiriendo que la ubicuitinacién en esta lisina podria servir para la actividad
transcripcional en lugar de la degradacion. Desde su descubrimiento en los
afios 70, la ubicuitina ha sido asociada a la eliminacion de proteinas
dafiadas. Sin embargo, se han descrito recientemente nuevas funciones
biolégicas para esta pequefia proteina, incluyendo regulacion del trafico
intracelular, interacciones proteina-proteina y regulacion de la transcripcion
(Aguilar and Wendland, 2003; Conaway et al., 2002). Se ha propuesto que
segun la longitud y los residuos que intervienen en la formacion de las
cadenas de ubicuitinas, la ubicuitinacion desempefia diferentes funciones.
Por ejemplo, la monoubicuitinacidn esta relacionada con endocitosis (Hicke,
2001), mientras que se requiere un minimo de 4 unidades de ubicuitina
unidas entre si a través de la lisina 48 para la degradacion proteasomal
(Pickart, 2000). En el caso de AIB1, la monoubicuitinacion en los residuos
K723 y K786 promueve la interaccion dependiente de ligando con ERa y la
activacion transcripcional mediada por este receptor (Wu et al., 2007). La
ubicuitinacion en K1194 podria promover de manera similar la activacion
transcripcional por un mecanismo aun desconocido.

El proceso de la degradacion proteica es necesario para la
supervivencia celular. El recambio de proteinas asegura la eliminacion de
proteinas dafiadas y le permite a la célula disponer, en el momento
adecuado, de una concentracion propicia de determinadas proteinas para
llevar a cabo diversas funciones. En las células eucariotas existen
numerosos sistemas de degradacion, siendo los mas importantes los
lisosomas, el sistema ubicuitina-proteasoma y las enzimas Illamadas

calpainas.
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La degradacion 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
mas se identificaran en un futuro. Sin embargo, AIB1 también puede
degradarse por el proteasoma REGy-20S sin necesidad de ser marcada
con ubicuitina (Li et al., 2007b). La degradacion proteasomal tanto por
procesos dependientes de poliubicuitinacion como por procesos
independientes de ubicuitina también ha sido descrita para otras proteinas,
como p53 y p73 (Asher et al., 2005). La proteina p53 ademas es sustrato
de calpainas (Pariat et al., 1997). Parece, por tanto, que la degradacién de
una proteina no depende exclusivamente de un sistema de protedlisis,
pudiendo existir diferentes vias segun 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 ubicuitinacion mutados se espera que
este coactivador no sea degradado por el proteasoma. Los ensayos con
luciferasa sugieren que realmente este fragmento podria ser mas estable,
debido a la potente actividad transcripcional exhibida con respecto a la
proteina 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 podria estar siendo ubicuitinado en
otros sitios consenso no canoénicos y degradado por el sistema ubicuitina-
proteasoma, o bien estar siendo degradado por el proteasoma REGy de
manera independiente de ubicuitina. Resultados preliminares de
coinmunoprecipitacion con HA-ubicuitina realizados con este mutante en
nuestro laboratorio no muestran sefal 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 podria ser atribuido a la degradacion por el
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proteasoma REGy. No obstante, ha sido descrito que el aldehido peptidico
MG132 puede inhibir las actividades de las enzimas calpainas, proteasas
citosdlicas, y de las catepsinas, proteasas lisosomales (lto 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 concentracién
requerida para un 50% de inhibicion de 88 nM y 163 nM respectivamente
(Ito et al., 2009). Puesto que en los ensayos realizados hemos utilizado una
concentracion bastante superior (20 uM), seria razonable pensar que estas
proteasas estarian siendo inhibidas en nuestras condiciones, con lo que no
se descartaria que parte de la degradacion de AIB1 se realizara a través de
este mecanismo. Por el contrario, la concentracion necesaria para inhibir
las calpainas intracelulares en eritrocitos de conejo es de 100 pyM (Tsubuki
et al., 1996). Es, por tanto, poco probable que AIB1 se degrade a partir de
estas enzimas, aunque no podemos descartar diferencias entre lineas
celulares. Seria pues interesante utilizar inhibidores especificos para estas
proteasas y determinar si AIB1 pudiera ser degradado por mecanismos
alternativos a la via proteasomal.

La degradacion por proteasas lisosomicas es posible debido al bajo
pH que existe en estos organulos. Un inhibidor de la acidificacion
endosomal/lisosomal, como es la cloroquina, impediria la degradacion a
través de lisosomas. Nuestros resultados iniciales muestran que AIB1 se
estaria degradando también en estos organulos. Se abren asi nuevas
lineas de investigacion para el entendimiento de la degradacién de AIB1.
Seria interesante determinar la contribucion relativa de la degradacion de
AIB1 por los diferentes sistemas proteoliticos y estudiar posibles
alteraciones en cada una de las vias que pudieran estar contribuyendo al

aumento de los niveles de esta molécula oncogénica y al cancer.
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2. ESTUDIO DE LA MODIFICACION POSTRADUCCIONAL DE
AIB1 EN MITOSIS

AIB1 es una fosfoproteina que integra numerosas vias de
sefalizacion. La funcion y la concentracion subcelular de AIB1 estan
reguladas por quinasas y fosfatasas. Hasta la fecha se han identificado 11
sitios de fosforilacion 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, glucégeno sintasa
quinasa (GSK3), caseina quinasa 10 (CK19), PKCC 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 fosforilacion/desfosforilacion de AIB1 tiene multiples
consecuencias. En ocasiones, la fosforilacion es necesaria para activar la
funcién coactivadora de AIB1, mediando interacciones entre esta molécula
con factores de transcripcion 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 fosforilacion también puede regular la concentracion de este coactivador,
promoviendo su degradacién 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 desfosforilacion de AIB1 por la
fosfatasa piridoxal (PDXP) y por la proteina fosfatasa 2A (PP2A) provoca la
inhibicidon de la interaccion con el ERa y la reduccién de su actividad como
coactivador (Li et al., 2008a). La proteina fosfatasa PP1 desfosforila las
serinas fosforiladas S101 y S102, resultando en una disminucion 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 fosforilacion en

la posicion S728 de la secuencia de AIB1. Esta serina es fosforilada
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especificamente en mitosis por el complejo Cdk1-ciclina B y, aunque
todavia no hemos definido claramente su funcion, pensamos que estaria
relacionada con la inhibicion de la actividad de AIB1 como coactivador

transcripcional.

2.1. Una nueva forma mitoética de AlB1

El analisis de la expresion de AIB1 a lo largo del ciclo celular
mediante “western blot” revela que los niveles de este coactivador
aumentan durante la transicion de G1 a S. Este hecho apoyaria 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 estaria
degradando en esta fase del ciclo celular. Sin embargo, durante el bloqueo
mitético inducido por el nocodazol aparece una banda de menor migracion
electroforética, sugiriendo que algun tipo de modificacion esta ocurriendo
sobre AIB1 en la fase de mitosis. Esta modificacion postraduccional no se
debe a un efecto secundario del nocodazol, ya que el enriquecimiento de
células mitéticas por el clasico método de la agitacion de cultivos celulares
asincrénicos en ausencia de inhibidor también exhibe la banda de menor
migracion. Hemos analizado la posibilidad de que el cambio de movilidad
electroforética dependa de ubicuitinacion o fosforilacion mediante diversas
aproximaciones.

El tratamiento de lisados mitdticos con la enzima desubicuitinasa
USP2 indica que la banda de menor movilidad no es debida a
ubicuitinacion. Las enzimas desubicuitinasas son capaces de revertir la
ubicuitinacion y se piensa que intervienen en el reciclaje de las ubicuitinas,
en la estabilizacion de proteinas y en la promocién de funciones de la
ubicuitinacion distintas a la protedlisis (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
especificas de ubicuitinas o USP. Se sabe que las enzimas
desubicuitinasas muestran especificidad de sustrato y, en concreto, de
tipologia de cadena de ubicuitinas (Komander et al., 2009). Podria ocurrir
que USP2 no estuviera reconociendo la ubicuitinacion de AIB1. Sin
embargo, los ensayos con inmunoprecipitados de AIB1 en mitosis y
posterior identificacidn de ubicuitinacion por “western blot”, asi como la
identificacion de proteinas ubicuitinadas de células HelLa 6xHis-ubicuitina
bloqgueadas en mitosis con nocodazol confirman la ausencia de
ubicuitinacion en la banda de menor migracioén electroforética.

Estudios in vitro con fosfatasa lambda en lisados mitéticos
demuestran que la modificacion de AIB1 en mitosis es debida a
fosforilacion. Cuestiones acerca de la quinasa responsable de esta
modificacién, el compartamiento celular dénde se encuentra la forma
fosforilada de AIB1, el residuo o residuos fosforilados y la posible funcion

de esta modificacion seran discutidas a continuacion.

2.2. AIB1 se fosforila en Mitosis por el complejo Cdk1-ciclina
B

La progresion en el ciclo celular requiere la activacion 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 esta regulada por la actividad del complejo
quinasa Cdk1-ciclina B, cuya actividad oscila a lo largo del ciclo celular. La
regulacion de este complejo en el tiempo se produce por accion 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 fosforilacion de la treonina 14 y la tirosina
15 de Cdk1. En la transicion G2/M la actividad de la fosfatasa de

especificidad dual Cdc25 conduce a la desfosforilaciéon de estos residuos,
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primero en los centrosomas y después en el nucleo, resultando en la
activacion 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
fosforilacion por Cdks [(S/T)PX(R/K)], pensamos que la fosforilacion
especifica de mitosis de AIB1 podria estar catalizada por este complejo.
Varias evidencias han apoyado esta hipdtesis. La primera es que la
fosforilacion 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 mitoticas bloqueadas con
nocodazol es Cdk1-ciclina B, ya que Cdk2-ciclina E y Cdk2-ciclina A solo
estan activas durante la transicion 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 proteina de fusién a GST que contiene el fragmento de AlB1
comprendido entre los aminoacidos 693-933. Por tanto, parece que la
fosforilacion de AIB1 podria ser atribuida a Cdk1, aunque no se descarta la

contribucion de otras quinasas no contempladas en el estudio.

2.3. AIB1 se desfosforila a la salida de mitosis

La fosforilacion es uno de los mecanismos mas importantes que
controlan los eventos asociados con el inicio y la progresién en mitosis,
como la condensacién de los cromosomas, la rotura de la membrana
nuclear, el desensamblaje de la lamina, el ensamblaje y la elongacion del
huso mitético, etcétera. Estos cambios son atribuidos, en su mayoria, 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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inactivacion de Cdk1 y otros reguladores mitéticos (Sullivan and Morgan,
2007). La inactivacién se produce principalmente por degradacion
depediente de proteasoma de las proteinas marcadas con ubicuitina por el
complejo promotor de la anafase (APC) (Vodermaier, 2004). Ademas de la
protedlisis, la mayoria de las fosforilaciones mitéticas son revertidas a la
salida de mitosis. Nuestros resultados revelan que la degradacion 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 observacion apoya de nuevo que APC no es la E3 de AIB1 y que este
coactivador no es degradado durante la progresion en mitosis.

Los mecanismos que conducen a la desfosforilacion de las
fosfoproteinas mitoticas no estan bien establecidos. En levadura, la
desfosforilacion a la salida de mitosis es catalizada por la fosfatasa Cdc14
(Amon, 2008), sin embargo, los homologos en vertebrados parecen tener
una funcién diferente. En células humanas ha sido descrito el requerimiento
de fosfatasas sensibles a acido 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 fertilizacion (Mochida and Hunt, 2007). Nosotros
hemos comprobado que la desfosforilacion de AIB1 a medida que las
células entran en G1 es sensible a acido okadaico y a caliculina A (ambos
inhibidores especificos de las proteina fosfatasas PP1 y PP2A), pero no a
la ciclosporina A, que inhibe la calcineurina o proteina fosfatasa 2B (PP2B).
El hecho de que la desfosforilacion de AIB1 sea sensible a una
concentracion de acido okadaico superior a 0,1 yM es consistente con la
desfosforilacion por PP1, ya que esta concentracion 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 acido
okadaico inhibe selectivamente a PP2A. Esta observacion podria explicar la

menor sensibilidad a 0,5 yM de acido okadaico en células MCF-7 (Fig. 41A).
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Por otra parte, la desfosforilacion de AIB1 a la salida de mitosis
correlaciona con la degradacion de la ciclina B1 y con la desaparicién de la
fosforilacion inhibitoria de la proteina fosfatasa 1 (PP1). La actividad de PP1
es inhibida por la fosforilacion en la treonina 320 mediada por Cdk1 (Kwon
et al., 1997). Esta fosforilacion llega a su maximo nivel en metafase y
vuelve a niveles basales en telofase. Se especula si tanto la inhibicion de
PP1 como la activacion de Cdk1 contribuyen conjuntamente en el
mantenimiento de los altos niveles de fosforilacion de proteinas necesarios
para la correcta progresion en mitosis. Cuando la ciclina B es destruida, la
caida en la actividad de Cdk1 permite la desfosforilacidon y activacion de
PP1, coincidiendo con la desfosforilacion de AIB1. Estos resultados indican
que PP1 podria mediar la desfosforilacion de AIB1 a la salida de mitosis.

Se ha descrito que el uso de inhibidores de Cdks en células
mitoticas bloqueadas con nocodazol induce la degradacién de la ciclina B y
otros aspectos tipicos de la salida de mitosis como la formacién de la
membrana nuclear, pero impide la segregacion de las cromatidas,
resultando en una acumulaciéon 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 protedlisis o la actividad de las fosfatasas se mantiene el estado
mitético, indicando que para la salida de mitosis no sélo es necesaria la
degradacion de la ciclina B sino también la desfosforilacion de sustratos
tras la inactivacion de Cdk1 (Skoufias et al., 2007). También hemos
realizado este tipo de ensayos para estudiar la desfosforilacion de AIB1. La
desfosforilacién de este coactivador es sensible a caliculina A, pero no a
acido okadaico. Este resultado es consistente con la sensibilidad de la
desfosforilacion de AIB1 a inhibidores de fosfatasas y vuelve a indicar que
el proceso seria mediado por PP1 mas que por PP2A. No sabemos porqué
los niveles y la migracion 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 fosforilaciéon 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 catalitica
PP1c puede unirse a un amplio espectro de subunidades que regulan la
localizacién y la actividad de esta enzima. Existen 3 isoformas para PP1:
PP1a, PP186/3 y PP1y. 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 catalitica recombinante de la
isoforma a de PP1 muestran que la fosforilacion de AIB1 no es revertida y
sugieren que esta isoforma no regula la desfosforilacion de AIB1. Por tanto,
la desfosforilacion de AIB1 a la salida de mitosis podria 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 PP1ca no sea capaz de desfosforilar a
este coactivador in vitro, porque la desfosforilacion 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 analisis de la secuencia de AIB1 muestra un sitio consenso de
fosforilacion por Cdks en la posicion S728. Sin embargo, el mutante a
alanina de esta serina sigue exhibiendo la banda de menor migracion
electroforética de AIB1. Este resultado sugiere que la fosforilacion de AIB1
en mitosis es independiente de la serina 728, o que existen otros sitios de
fosforilacion que podrian estar compensando el efecto. Los ensayos de
fosforilacion in vitro con el complejo Cdk1-ciclina B1 revelan que
Unicamente la proteina de fusién a GST que comprende los aminoacidos
673-933 de AIB1 es fosforilada por este complejo. Casualmente, este

fragmento contiene la serina 728 y parece que esta posicion corresponde a
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un sitio de fosforilacion por Cdk1, como demuestran los ensayos de
fosforilacion in vitro con la proteina de GST-AIB1 693-933 S728A.

La emergente espectrometria de masas como herramienta para el
analisis biolégico y la mejora de técnicas para enriquecer y detectar
fosfopéptidos hacen posible la identificacién de mudltiples sitios fosforilados
en muestras individuales (Olsen et al., 2006). Nosotros hemos intentado
identificar los sitios de fosforilacion de AIB1 en mitosis mediante
espectrometria de masas, pero s6lo hemos podido identificar a AIB1 en una
de las bandas tefidas con Pro-Q Diamond (tincion especifica de
fosfoproteinas) de un gel SDS-PAGE. Estos resultados apoyan que AlB1
esta fosforilado en mitosis, pero no ofrecen nuevas pistas sobre los sitios
de fosforilacién. Ademas, 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
fosforilacion es muy bajo y sélo detectable con ensayos muy sensibles
como el de radiactividad. La identificacion mediante espectrometria de
masas y el programa “Protein Pilot Assay Biosystem” muestra que la serina
767 y la treonina 770 podrian estar modificadas por fosforilacion en este
fragmento. El hecho de que ninguno de estos residuos esté seguido de
prolina, requisito para la fosforilacion por Cdks (Nigg, 1993), apunta a que
posiblemente estos sitios no sean dianas reales de Cdk1. Una posible
explicacion 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 proteinas procariotas se realizaban sobre
histidinas, argininas o lisinas, ahora esta bien establecida la fosforilacién en
serinas, treoninas y tirosinas, al igual que ocurre en eucariotas (Deutscher
and Saier, 2005).

La fosforilaciéon en la serina 728 ha sido demostrada anteriormente
en un estudio de identificacidon masiva de sustratos fosforilados en mitosis

mediante espectrometria de masas (Dephoure et al., 2008). Dephoure y
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colaboradores han identificado miles de sustratos modificados por
fosforilacion procedentes de células bloqueadas en G1 y células
blogueadas en mitosis. Entre otros, se ha visto a AlIB1 fosforilado en las
serinas 214, 551, 728, 857, 867 y 1330. En nuestras condiciones, solo
hemos visto fosforilacién 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 posicion S867, comprobando que
también es diana de Cdk1-ciclina B1 (Fig. 47B). En cuanto a los restantes
sitios de fosforilacion (también seguidos de prolina) podria ocurrir que se
estuvieran modificando por la acciéon de otras quinasas, o que no
observaramos su fosforilacion in vitro por Cdk1 por pérdida de estructura de
los fragmentos y falta de orientacion de los residuos diana.

La fosforilacién in vitro con el complejo Cdk1-ciclina A2 no muestra
modificaciéon 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 podria estar
fosforilandose justo a la entrada de mitosis cuando el complejo Cdk1-ciclina
B esta activo.

El sitio consenso de fosforilacion (S/T)PX(R/K) es aplicable a la
gran mayoria 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 actuacion en el ciclo celular. Ha sido
establecido que el motivo RXL, también conocido como motivo Cy, es
requerido para la asociacion con los complejos Cdk-ciclina en diversos
sustratos, como el inhibidor de Cdks p21 (Chen et al., 1996), la proteina
reguladora de la replicacion 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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fosforilacion corresponden, por tanto, a una secuencia bipartita de
reconocimiento por los complejos Cdk-ciclina. Se ha demostrado que para
la eficiente fosforilacion, este motivo Cy debe estar distanciado entre 48-72
A (12-18 aminodacidos) del residuo fosforilable (Takeda et al., 2001). Sin
embargo, la doble mutacién 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 proteinas a los complejos Cdk-ciclina esta 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 mas bien es necesario un cluster de residuos
hidrofébicos, cuyo contexto permite adoptar la conformacién apropiada para
interaccionar con la superficie hidrofébica de la ciclina (Wohlschlegel et al.,
2001). Ademas, estos autores han observado que, segun las mutaciones
generadas en los residuos hidrofébicos 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 fosforilacion especifica por estos complejos. El motivo Cy
encontrado en la secuencia de AIB1 posee varios residuos hidrofébicos
adyacentes. Es posible que mutaciones en estos aminoacidos puedan
inhibir la interaccion de AIB1 con la ciclina B y la fosforilacion por Cdk1-

ciclina B1.

2.5. Funcion de la fosforilacion de AIB1 en Mitosis

Las proteinas celulares se encuentran en un constante estado de
flujo. Su actividad, localizacion subcelular, interacciones moleculares y
estabilidad son modificadas continuamente en respuesta a senales
externas, por ejemplo la estimulacion por factores de crecimiento, o a

sefales internas, como dafio en el DNA. La mayoria de estos procesos
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estan regulados por modificaciones postraduccionales, siendo la
fosforilacion/desfosforilacion la modificacion mas comun en las células.

En las células eucariotas, la mitosis esta asociada con una
inhibicion global de la transcripcion. Experimentos llevados a cabo en los
afios 60, demostraron que la incorporacién de los precursores de RNA
cesaba al final de la profase y se reestablecia durante la telofase, cuando
las células salian de mitosis (Prescott and Bender, 1962). Se han propuesto
varios mecanismos para inhibir la transcripcion, y estos incluyen un efecto
directo de las quinasas mitéticas en la maquinaria de la transcripcidon y en la
cromatina (Gottesfeld and Forbes, 1997). La condensacion de la cromatina
durante la mitosis limita la accesibilidad de los factores de transcripcion y la
RNA polimerasa Il al DNA, siendo aceptada como uno de los eventos mas
importantes para silenciar la transcripcion durante esta fase del ciclo celular
(Christova and Oelgeschlager, 2002). Al inicio de la mitosis numerosos
factores de transcripcion 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 mitéticos. El fraccionamiento subcelular citosol/nucleo 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 mitéticas que siguen adheridas a la placa de
cultivo y que también estan siendo fraccionadas. Todavia falta por
demostrar si la fosforilacion de AIB1 sirve para controlar el tiempo que
permanece excluida de los cromosomas, o si esta modificaciéon 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 proteinas 14-3-3 regulan la
localizacion subcelular de las proteinas con las que interaccionan,
afectando procesos, como la division celular, la apoptosis y la sefializacion

(Muslin and Xing, 2000). Un ejemplo lo constituye la proteina HMGN1,
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perteneciente a la familia de proteinas de unién a nucleosomas, cuya
fosforilacion en mitosis promueve su unién a proteinas 14-3-3, impidiendo
su localizacién nuclear durante la telofase (Prymakowska-Bosak et al.,
2002). Seria interesante examinar si la fosforilacion de AlIB1 también sirve
para secuestrar a este coactivador durante la mitosis, evitando su funcion
coactivadora de la transcripcion.

Esta descrito que el complejo Cdk1-ciclina B1 puede activarse tanto
en el citosol como en el nucleo (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 estaria fosforilando en el nucleo,
ya que se trata de una proteina mayoritariamente nuclear y porque en este
compartimento el complejo Cdk1-ciclina B1 estd completamente activo
(Toyoshima-Morimoto et al., 2002). Nuestros resultados revelan que AIB1
fosforilado se acumula en el citosol. Una explicacién es que la fosforilacion
de AIB1 en el nucleo promoviera su rapida translocacion al citosol antes de
la ruptura de la membrana nuclear para quedar asi excluido de la cromatina.
La fosforilacion en la serina 728 representa un sitio importante de
fosforilacion por Cdk1-ciclina B1. Sin embargo, el mutante AU5-AIB1 S728E
se localiza en el nucleo, al igual que la proteina silvestre y el mutante
S728A, indicando que la fosforilacion de AIB1 en mitosis no estaria
mediando el transporte al citosol. Alternativamente, podria ocurrir que otros
posibles sitios fosforilados estuvieran enmascarando el efecto. El transporte
nucleo/citosol es un proceso que depende del reconocimiento, por parte de
la maquinaria de importacién y exportacion nuclear, de secuencias de
localizacion nuclear (NLS) y secuencias de exportacion nuclear (NES)
presentes en las moléculas cargo (Weis, 2003). La
fosforilacion/desfosforilacion 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 proteina 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 fosforilacion de AIB1 identificados en mitosis [(Dephoure et al.,
2008) y Fig. 47B]. Podria ocurrir que la fosforilacion en estos residuos
permitiera el reconocimiento de esta secuencia NES vy la translocacion de
AIB1 al citosol.

Por ultimo, otra de las posibles funciones de la fosforilaciéon haria
referencia a la regulacion de la funcién de AIB1 como coactivador. La
fosforilacion puede regular la interaccion entre factores de transcripcion y
coactivadores o correpresores, asi como la actividad de estas moléculas.
Mientras que el mutante S728A no afecta la actividad transcripcional
intrinseca de AIB1 en ensayos luciferasa, la coactivacion de ERa aumenta
significativamente con respecto a la proteina no mutada. Cabe destacar
que la serina 728 esta localizada entre dos motivos LXXLL o cajas de
interaccion con receptores nucleares (L685 y L738). La fosforilacion en esta
posicion podria impedir la interaccion con ERa, bloqueando su coactivacion.
Ademas, el hecho que el potencial motivo Cy de AIB1 corresponda con un
motivo LXXLL (LRYLL) podria reflejar posible competitividad en la unién de
receptores nucleares o del complejo Cdk1-ciclina B a AIB1 durante la fase
de mitosis. Debido a que las mutaciones a acido glutamico o aspartico son
capaces de mimetizar la fosforilacion, ensayos con el mutante S728E
serian de especial interés a la hora de estudiar la funcién coactivadora de
AlIB1.

A modo de resumen, nuestros resultados sugieren que el potencial
oncogénico de AIB1 esta probablemente regulado por varias vias que
modulan su localizacién subcelular y, por tanto, su susceptibilidad a la

degradacion proteasomal. Identificar mutaciones en la secuencia de AlB1
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que insensibilicen su degradacion seria un trabajo interesante. Multiples
estudios han demostrado que la sobreexpresion de AIB1 proporciona una
ventaja en el crecimiento de las células en cancer. Ciertas sefiales
genéticas y/o ambientales son requeridas para desencadenar la
sobreexpresion de AIB1. Uno de los mecanismos implicados en esta
sobreexpresion hace referencia a su amplificacion génica, sin embargo,
ésta solo se ha observado en un 10% de los tumores que sobreexpresan
AlIB1. Por tanto, otros mecanismos deben modular los niveles de AIB1. En
este estudio hemos visto que la distribucidn subcelular, la actividad del
receptor de estrogenos, la secuencia PEST y la via de senalizacion
PI3K/AKT pueden regular los niveles de AIB1. Cuando elevados niveles de
AIB1 coinciden con otras anomalias moleculares que promueven su
actividad y/o estabilidad, este coactivador puede funcionar como un potente
oncogén, promoviendo la proliferacion celular y el desarrollo tumoral.

Por otra parte, hemos identificado una nueva fosforilacion de AlB1
especifica de mitosis. Cdk1-ciclina B1 fosforila a AIB1 en las serinas 728 y
867, y estas fosforilaciones probablemente son revertidas durante la
progresion a G1 por alguna fosfatasa sensible a acido okadaico y a
caliculina A. La fosforilacion mitotica de AIB1 parece no mediar su
protedlisis, sino mas bien modifica la localizacion subcelular y la actividad

coactivadora de esta molécula (Fig. 53).

Los datos presentados en este trabajo representan un punto de
apoyo para la comprension de aspectos relacionados con los niveles y
actividad del oncogén AIB1. No obstante, es necesaria mas investigacion
en este campo para determinar los mecanismos exactos por los que AlB1
promueve tumorigénesis y para poder establecer a este coactivador como

marcador tumoral y como diana terapéutica en la lucha contra el cancer.
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Exclusion de los cromosomas y
baja coactivacién de ERa
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Figura 53: Modelo propuesto para la fosforilacion mitética de AlB1.
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— CONCLUSIONES —

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

1.

La distribucion subcelular de AlB1 determina su vida media y varia
dependiendo del tipo celular. La localizacién nuclear de AIB1 se
correlaciona con una menor estabilidad. La actividad del receptor de
estrogenos también influye en la estabilidad de AIB1, afectando su
localizacion subcelular.

AIB1 se degrada en el nucleo por el sistema ubicuitina-proteasoma.
AIB1 no se degrada durante mitosis y APC, probablemente no es su
ubicuitina ligasa.

La via PIBK/AKT es mas 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 linea celular.

La sefnalizacién por PI3K/AKT estabiliza a AlB1
independientemente de GSK3. La estabilizacion requiere la
presencia de la regidn central de AlIB1.

AIB1 tiene en su region central un dominio PEST que le confiere
inestabilidad.

Dos dominios en la secuencia de AIB1 son requeridos
simultaneamente para su maxima sensibilidad transcripcional a
inhibidores del proteasoma.

Ademas del sistema ubicuitina-proteasoma, la via lisosomal

también esta implicada en la degradacion de AlIB1.
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ESTUDIO DE LA MODIFICACION 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 acido okadaico y caliculina A.

3. El complejo Cdk1-ciclina B1 fosforila in vitro a AIB1 en las serinas
728 y 867.

4. La fosforilacién en mitosis de AIB1 por Cdk es independiente del
sitio de reconocimiento de ciclina o motivo Cy.

5. AIB1 esta excluido de los cromosomas condensados de células
mitéticas, y su forma fosforilada se localiza en el citosol de células
blogueadas en G2/M.

6. La fosforilacion en mitosis no sirve para degradar a AlB1, sino mas

bien afecta su funcién coactivadora.
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— ABREVIATURAS —

AEBSF: 4-(2-aminoetil) bencenosulfonil fluoruro
AIB1: del inglés “Amplified in Breast Cancer 1”
ATP: adenosina trifosfato

A: angstrom

BSA: seroalbimina bovina

BrdU: 5’-bromo-2’-deoxiuridina

C: citosol

cDNA: acido desoxirribonucleico complementario
°C: grado centigrado

CHX: cicloheximida

cm: centimetro

conc.: concentracion

DAPI: 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

DMEM: del inglés “Dulbecco’s modified Eagle’s Medium”
DMSO: dimetilsulféxido

DNA: acido desoxirribonucleico

DTT: ditiotreitol

E1, E2 y E3: enzima activadora de ubicuitina, enzima conjugadora de
ubicuitina y enzima ligasa de ubicuitinas

E2: 17-B-estradiol

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético

EGTA: acido etilenglicol-bis(2-aminoetil)

ER: receptor de estrogenos

FBS: suero bovino fetal

FBW: del inglés “Far Western Blot”

g: gramo

Gal4-DBD: dominio de unidon a DNA de Gal4
GST: Glutation-S-Transferasa

h: hora

HA: hemaglutinina

HPLC: cromatografia liquida de alta presién

Ig: inmunoglobulina

IP: inmunoprecipitacion

IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranésido

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: nucleo

ng: nanogramo

nM: nanomolar

OA: acido okadaico

OHT: 4-hidroxi-tamoxifeno

PBS: tampon fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
Rb: proteina del retinoblastoma

RNA: &cido ribonucleico

rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: reaccion retrotranscriptasa seguida de PCR
s: segundo

SDS: dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
SE: error estandar

SERM: modulador selectivo del receptor de estrogenos
TCA: acido tricloroacético

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina
t1/2: tiempo vida media

ub: ubicuitina

V: voltio

vlv: relacién volumen/volumen

p/v: relacién peso/volumen

x g: veces la fuerza de la gravedad

MCi: microcurio

Mg: microgramo

Ml microlitro

MM: micromolar

Mm: micra

Abreviaturas de aminoacidos

A Ala alanina

D Asp acido aspartico
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 triptéfano

C Cys cisteina

E Glu acido glutamico
G Gly glicina

| lle isoleucina

L Leu leucina

N Asn asparagina
Q Gln glutamina

S Ser serina

\") Val valina

Y Tyr tirosina

X cualquier aminoacido
1] aminoacido hidrofébico

Abreviaturas de bases nitrogenadas

A adenina
U uracilo

T timidina
C citosina
G guanina
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