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Introducción

1.  Conceptos  generales
La	
  célula	
  se	
  comunica	
  con	
  el	
  entorno	
  a	
  través	
  de	
  numerosas	
  rutas	
  de	
  señalización,	
  mediante
las	
  cuales	
  recibe	
  y	
  procesa	
  señales	
  del	
  medio	
  exterior.	
  Los	
  estímulos	
  extracelulares	
  son
captados	
  por	
  receptores	
  de	
  superficie	
  específicos	
  que	
  transmiten	
  la	
  información	
  a	
  través
de	
  redes	
  de	
  transducción	
  de	
  señales.	
  Muchos	
  de	
  estos	
  receptores	
  transmiten	
  dicha	
  infor-­‐
mación	
  a	
  través	
  de	
  las	
  pequeñas	
  GTPasas	
  de	
  la	
  familia	
  Ras	
  (Satoh	
  et	
  al.,	
  1990a;	
  Satoh	
  et
al.,	
  1990b;	
  Schlessinger,	
  2000),	
  conservadas	
  en	
  todos	
  los	
  organismos	
  eucariotas,	
  desde	
  le-­‐
vaduras	
  hasta	
  humanos.	
  Este	
  alto	
  grado	
  de	
  conservación	
  evolutivo	
  sugiere	
  que	
  las	
  proteínas
Ras	
  ejercen	
  un	
  papel	
  fundamental	
  en	
  la	
  biología	
  celular	
  (Santos	
  and	
  Nebreda,	
  1989;	
  Wen-­‐
nerberg	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

La	
  actividad	
  de	
  las	
  proteínas	
  Ras	
  está	
  regulada	
  por	
  su	
  unión	
  a	
  nucleótidos	
  de	
  guanina,	
  de
forma	
  que	
  en	
  condiciones	
  fisiológicas	
  estas	
  GTPasas	
  ciclan	
  entre	
  un	
  estado	
  activo	
  (unidas
a	
  GTP),	
  y	
  un	
  estado	
  inactivo	
  (unidas	
  a	
  GDP)	
  (Boguski	
  and	
  McCormick,	
  1993;	
  Santos	
  and
Nebreda,	
  1989)	
  (Figura  1).	
  Este	
  ciclo	
  de	
  activación-­‐desactivación	
  les	
  permite	
  funcionar
como	
  interruptores	
  moleculares	
  conectando	
  la	
  activación	
  de	
  receptores	
  de	
  membrana	
  con
múltiples	
  rutas	
  de	
  señalización.	
  De	
  esta	
  forma,	
  regulan	
  procesos	
  fundamentales	
  tales	
  como
la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  expresión	
  génica,	
  transporte	
  vesicular	
  o	
  remodelación	
  del
citoesqueleto.	
  Mediante	
  la	
  regulación	
  de	
  estos	
  procesos,	
  la	
  célula	
  controla	
  una	
  amplia	
  va-­‐
riedad	
  de	
  respuestas	
  biológicas	
  como	
  la	
  proliferación,	
  diferenciación,	
  motilidad,	
  apoptosis
y	
  supervivencia	
  celular	
  (McKay	
  and	
  Morrison,	
  2007;	
  Mitin	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Takai	
  et	
  al.,	
  2001).	
  

El	
  control	
  de	
  estos	
  procesos	
  es	
  esencial	
  para	
  la	
  biología	
  celular.	
  Por	
  este	
  motivo,	
  defectos
en	
  la	
  regulación	
  de	
  estas	
  GTPasas	
  y	
  sus	
  rutas	
  efectoras	
  pueden	
  desencadenar	
  diversas	
  pa-­‐
tologías	
  en	
  humanos,	
  desde	
  enfermedades	
  congénitas	
  con	
  graves	
  trastornos	
  en	
  el	
  desarro-­‐



Introducción

2

llo	
  (como	
  el	
  síndrome	
  de	
  Costello	
  o	
  el	
  de	
  Leopard)	
  (Aoki	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Kontaridis	
  et	
  al.,	
  2006;
Tidyman	
  and	
  Rauen,	
  2009),	
  hasta	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  cáncer	
  o	
  predisposición	
  a	
  desarro-­‐
llarlos	
  (Cawthon	
  et	
  al.,	
  1990;	
  Fernandez-­‐Medarde	
  and	
  Santos,	
  2011a;	
  Karnoub	
  and	
  Wein-­‐
berg,	
  2008).	
  De	
  hecho,	
  a	
  comienzos	
  de	
  la	
  década	
  de	
  los	
  80	
  un	
  gran	
  número	
  de	
  trabajos
probaron	
  la	
  existencia	
  de	
  mutaciones	
  en	
  Ras	
  presentes	
  en	
  diversos	
  tumores	
  humanos	
  (Bos
et	
  al.,	
  1987;	
  Parada	
  et	
  al.,	
  1982;	
  Perucho	
  et	
  al.,	
  1981;	
  Santos	
  et	
  al.,	
  1982;	
  Santos	
  et	
  al.,
1984).	
  Aproximadamente	
  el	
  30%	
  de	
  los	
  tumores	
  humanos	
  expresan	
  formas	
  oncogénicas
de	
  Ras	
  (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).	
  Estas	
  formas	
  mutantes	
  de	
  Ras	
  son
insensibles	
  a	
  la	
  actividad	
  de	
  sus	
  inhibidores,	
  manteniéndose	
  en	
  un	
  estado	
  constitutiva-­‐
mente	
  activo	
  que	
  les	
  confiere	
  una	
  importante	
  capacidad	
  oncogénica	
  (Feramisco	
  et	
  al.,
1984;	
  Karnoub	
  and	
  Weinberg,	
  2008;	
  Malumbres	
  and	
  Barbacid,	
  2003;	
  Stacey	
  and	
  Kung,
1984).	
  

Generalmente,	
  la	
  célula	
  está	
  sometida	
  a	
  gran	
  cantidad	
  de	
  estímulos	
  que	
  debe	
  integrar	
  de
forma	
  adecuada.	
  Además,	
  debe	
  garantizar	
  que	
  las	
  proteínas	
  que	
  componen	
  las	
  rutas	
  de
transducción	
  permanezcan	
  inactivas	
  en	
  ausencia	
  de	
  los	
  estímulos	
  apropiados.	
  Por	
  esta
razón,	
  el	
  ciclo	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  está	
  controlado	
  in  vivo por	
  dos	
  grupos	
  de	
  proteínas	
  re-­‐
guladoras,	
  los	
  denominados	
  GEFs (Guanine	
  nucleotide	
  Exchange	
  Factors)	
  que	
  activan	
  a	
  Ras
catalizando	
  el	
  intercambio	
  de	
  GDP	
  por	
  GTP,	
  y	
  los	
  GAPs (GTPase-­‐activating	
  proteins),	
  que
lo	
  inactivan	
  estimulando	
  su	
  actividad	
  intrínseca	
  de	
  hidrólisis	
  de	
  GTP	
  a	
  GDP	
  (Boguski	
  and
McCormick,	
  1993).	
  El	
  equilibrio	
  entre	
  la	
  actividad	
  de	
  ambos	
  grupos	
  de	
  proteínas,	
  GEFs	
  y
GAPs,	
  determinará	
  el	
  nivel	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  (Figura  1).

Los	
  factores	
  intercambiadores	
  de	
  nucleótidos	
  o	
  GEFs	
  son	
  proteínas	
  constituidas	
  por	
  varios
dominios	
  mediante	
  los	
  cuales	
  interaccionan	
  con	
  distinto	
  tipo	
  de	
  moléculas	
  (proteínas,	
  lí-­‐
pidos,	
  segundos	
  mensajeros,	
  etc).	
  Estas	
  interacciones	
  regulan	
  su	
  actividad	
  en	
  respuesta	
  a

Figura  1.  Ciclo  de  activación  de  las  GTPasas
de  la  familia  Ras.	
  El	
  equilibrio	
  entre	
  la	
  forma	
  ac-­‐
tiva	
  (unida	
  a	
  GTP)	
  e	
  inactiva	
  (unida	
  a	
  GDP)	
  de	
  Ras
está	
  controlado	
  por	
  dos	
  grupos	
  de	
  proteínas:	
  los
reguladores	
  positivos	
  que	
  catalizan	
  el	
  intercambio
de	
  GDP	
  por	
  GTP	
  (GEFs)	
  y	
  los	
  reguladores	
  negativos
que	
   promueven	
   la	
   inactivación	
   de	
   Ras	
   estimu-­‐
landsu	
  actividad	
  intrínseca	
  de	
  hidrólisis	
  del	
  GTP	
  a
GDP	
  (GAPs).	
  Los	
  receptores	
  de	
  membrana	
  activa-­‐
dos	
  por	
  señales	
  extracelulares	
  estimulan	
  la	
  activi-­‐
dad	
  de	
   los	
  GEFs,	
   cuya	
   función	
  es	
   activar	
   a	
  Ras.
Unidas	
  a	
  GTP,	
  estas	
  GTPasas	
  interaccionan	
  con	
  pro-­‐
teínas	
  efectoras	
  para	
  promover	
  las	
  respuestas	
  ce-­‐
lulares	
  adecuadas	
  al	
  estímulo	
  recibido.
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un	
  complejo	
  balance	
  de	
  estímulos	
  activadores	
  e	
  inhibitorios	
  (Bos	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Al	
  igual	
  que
ocurre	
  con	
  las	
  GTPasas,	
  fallos	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  los	
  GEFs,	
  por	
  mutaciones
activantes	
  o	
  por	
  sobreexpresión,	
  pueden	
  contribuir	
  a	
  procesos	
  de	
  transformación	
  celular,
hiperplasia	
  o	
  alteraciones	
  en	
  el	
  desarrollo	
  (Hart	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Timofe-­‐
eva	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Tognon	
  et	
  al.,	
  1998).	
  No	
  obstante,	
  también	
  se	
  han	
  descrito	
  niveles	
  de	
  ex-­‐
presión	
  de	
  GEFs	
  anormalmente	
  reducidos	
  en	
  diversos	
  tumores	
  murinos	
  y	
  humanos,	
  como
ocurre	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  metilación	
  del	
  promotor	
  de	
  RasGRF2	
  en	
  cáncer	
  de	
  pulmón	
  (Chen
et	
  al.,	
  2006).

En	
  mamíferos	
  se	
  han	
  descrito	
  4	
  grupos	
  principales	
  de	
  GEFs	
  específicos	
  de	
  Ras:	
  las	
  proteínas
Sos	
  (Son	
  of	
  Sevenless),	
  RasGRFs	
  (Ras	
  Guanine	
  nucleotide	
  Releasing	
  Factor), RasGRPs	
  (Ras
Guanine	
  nucleotide	
  Releasing	
  Protein)	
  y	
  CNrasGEF	
  (Cyclic	
  Nucleotide-­‐dependent	
  Ras	
  GEF)
(Bowtell	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Ebinu	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Pham	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Shou	
  et	
  al.,	
  1992)	
  (Rojas	
  and
Santos,	
  2006).	
  Todos	
  los	
  miembros	
  contienen	
  el	
  dominio	
  CDC25H	
  (CDC25	
  homology),	
  que
cataliza	
  el	
  intercambio	
  de	
  nucleótidos	
  y	
  siempre	
  va	
  acompañado	
  por	
  el	
  dominio	
  REM,
ambos	
  esenciales	
  para	
  activar	
  a	
  Ras	
  (Figura  2).	
  Sin	
  embargo,	
  existen	
  diferencias	
  en	
  el	
  patrón
de	
  expresión,	
  estructura	
  y	
  regulación	
  de	
  los	
  distintos	
  GEFs.	
  Al	
  igual	
  que	
  Ras,	
  la	
  expresión
de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  es	
  ubicua,	
  mientras	
  que	
  los	
  otros	
  grupos	
  de	
  GEFs	
  presentan	
  una	
  dis-­‐
tribución	
  tisular	
  más	
  restringida	
  (Bowtell	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Guerrero	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Las	
  proteínas
RasGRF1	
  y	
  RasGRF2	
  se	
  expresan	
  principalmente	
  en	
  el	
  sistema	
  nervioso	
  pero	
  también	
  en
otros	
  órganos	
  como	
  los	
  islotes	
  pancreáticos	
  y	
  el	
  pulmón,	
  CNrasGEF,	
  esencialmente	
  en	
  ce-­‐
rebro,	
  y	
  los	
  GEFs	
  RasGRPs	
  están	
  expresados	
  fundamentalmente	
  en	
  células	
  hematopoyéti-­‐
cas	
  y	
  en	
  menor	
  medida	
  en	
  cerebro	
  (Ebinu	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Guerrero	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Wei	
  et	
  al.,
1994).	
  Cada	
  grupo	
  de	
  GEFs	
  además,	
  parece	
  responder	
  preferentemente	
  a	
  señales	
  distintas.
Los	
  GEFs	
  de	
  la	
  familia	
  RasGRP	
  son	
  activados	
  por	
  Ca+2,	
  DAG (Diacilglicerol)	
  y	
  ésteres	
  de	
  for-­‐
bol,	
  mientras	
  que	
  RasGRF1	
  y	
  RasGRF2	
  responden	
  a	
  cambios	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  Ca+2 citosólico
y	
  a	
  la	
  estimulación	
  de	
  proteínas	
  G	
  heterotriméricas.	
  CNrasGEF	
  responde	
  a	
  incrementos	
  en
la	
  concentración	
  intracelular	
  de	
  cAMP y	
  cGMP,	
  y	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  han	
  sido	
  implicadas	
  prin-­‐
cipalmente	
  en	
  la	
  respuesta	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  receptores	
  tirosina	
  quinasa	
  o	
  RTKs (receptor
tyrosine	
  kinase),	
  a	
  través	
  de	
  su	
  asociación	
  con	
  las	
  proteínas	
  adaptadoras	
  Grb2	
  (growth	
  fac-­‐
tor	
  receptor	
  bound	
  protein	
  2)	
  y	
  Shc	
  (src	
  homology	
  2	
  domain-­‐containing	
  transforming	
  pro-­‐
tein	
  C)	
  (Buday	
  and	
  Downward,	
  2008;	
  Fernandez-­‐Medarde	
  and	
  Santos,	
  2011b;	
  Mitin	
  et	
  al.,
2005;	
  Quilliam	
  et	
  al.,	
  2002).

La	
  gran	
  diversidad	
  en	
  este	
  grupo	
  de	
  proteínas	
  respecto	
  a	
  sus	
  sustratos	
  (los	
  GEFs	
  superan
considerablemente	
  en	
  número	
  a	
  las	
  GTPasas)	
  confiere	
  a	
  Ras	
  la	
  posibilidad	
  de	
  activarse	
  por
diversos	
  estímulos,	
  en	
  diferentes	
  tejidos,	
  y	
  bajo	
  una	
  regulación	
  espacio-­‐temporal	
  específica
que	
  depende	
  además	
  del	
  tipo	
  celular	
  y	
  del	
  contexto	
  (Mitin	
  et	
  al.,	
  2005).	
  La	
  especificidad
de	
  los	
  GEFs	
  sobre	
  las	
  distintas	
  GTPasas	
  supone	
  otro	
  mecanismo	
  importante	
  de	
  regulación.
En	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos,	
  las	
  cuales	
  son	
  el	
  objeto	
  de	
  estudio	
  de	
  este	
  trabajo,	
  está
descrito	
  que	
  pueden	
  catalizar	
  el	
  intercambio	
  de	
  nucleótidos	
  sobre	
  las	
  GTPasas	
  clásicas	
  de
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la	
  familia	
  Ras,	
  H-­‐ras,	
  K-­‐ras	
  y	
  N-­‐ras	
  (Porfiri	
  et	
  al.,	
  1994)	
  y	
  sobre	
  otros	
  miembros	
  de	
  la	
  familia
como	
  TC21	
  (R-­‐Ras2)	
  y	
  M-­‐Ras	
  (R-­‐Ras3)	
  (Graham	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Ohba	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Quilliam	
  et
al.,	
  1999).	
  Sin	
  embargo,	
  son	
  incapaces	
  de	
  activar	
  a	
  las	
  GTPasas	
  R-­‐Ras	
  o	
  RalA,	
  también	
  miem-­‐
bros	
  de	
  la	
  familia	
  Ras	
  (Buday	
  and	
  Downward,	
  1993;	
  Chardin	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Gotoh	
  et	
  al.,	
  1997).
Además,	
  Sos	
  puede	
  catalizar	
  la	
  activación	
  de	
  GTPasas	
  pertenecientes	
  a	
  otras	
  ramas	
  de	
  la
superfamilia	
  Ras.	
  Así,	
  dentro	
  de	
  la	
  familia	
  Rho/Rac,	
  Sos	
  muestra	
  afinidad	
  por	
  la	
  GTPasa	
  Rac
(Nimnual	
  et	
  al.,	
  1998)	
  y	
  no	
  por	
  otros	
  miembros	
  como	
  Cdc42	
  (Chardin	
  et	
  al.,	
  1993).

2.  La  familia  de  proteínas  Sos

2.1    Miembros

Las	
  proteínas	
  Sos	
  fueron	
  descubiertas	
  mediante	
  estudios	
  genéticos	
  del	
  desarrollo	
  del	
  ojo
compuesto	
  de	
  Drosophila.	
  La	
  ruta	
  de	
  señalización	
  activada	
  por	
  el	
  RTK	
  Sevenless	
  es	
  funda-­‐
mental	
  para	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  células	
  fotorreceptoras	
  R7	
  del	
  ojo	
  de	
  este	
  insecto.	
  Mediante
el	
  análisis	
  de	
  esta	
  ruta	
  se	
  identificaron	
  genes	
  esenciales	
  para	
  la	
  señalización	
  por	
  este	
  re-­‐
ceptor,	
  entre	
  los	
  que	
  se	
  confirmó	
  la	
  presencia	
  del	
  homólogo	
  de	
  Ras	
  en	
  Drosophila y	
  se	
  des-­‐
cubrió	
  el	
  gen	
  al	
  que	
  bautizaron	
  como	
  Sos (Son	
  of	
  Sevenless)	
  (Rogge	
  et	
  al.,	
  1991;	
  Simon	
  et
al.,	
  1991).	
  El	
  alineamiento	
  de	
  la	
  secuencia	
  proteica	
  de	
  dSos	
  (Sos	
  de	
  Drosophila)	
  con	
  los	
  ac-­‐
tivadores	
  de	
  Ras	
  previamente	
  descubiertos	
  en	
  levaduras	
  CDC25,	
  SDC25	
  y	
  Ste6	
  (Broek	
  et
al.,	
  1987;	
  Hughes	
  et	
  al.,	
  1990;	
  Robinson	
  et	
  al.,	
  1987),	
  mostró	
  un	
  alto	
  grado	
  de	
  similitud	
  y
la	
  existencia	
  de	
  un	
  dominio	
  común	
  en	
  las	
  proteínas	
  de	
  ambos	
  organismos,	
  correspondiente
al	
  dominio	
  catalítico	
  de	
  CDC25.	
  Trabajos	
  posteriores	
  identificaron	
  los	
  homólogos	
  del	
  gen
dSos	
  en	
  Caenorhabditis  elegans (Chang	
  et	
  al.,	
  2000)	
  y	
  en	
  mamíferos,	
  donde	
  a	
  diferencia
de	
  moscas	
  y	
  gusanos	
  existen	
  dos	
  genes	
  homólogos,	
  mSos1 y	
  mSos2 en	
  ratón	
  (Bowtell	
  et
al.,	
  1992),	
  y	
  hSOS1 y	
  hSOS2 en	
  humanos	
  (Chardin	
  et	
  al.,	
  1993).

Las	
  proteínas	
  dSos	
  y	
  sus	
  equivalentes	
  en	
  mamíferos	
  comparten	
  un	
  45%	
  de	
  identidad	
  ami-­‐
noacídica.	
  La	
  zona	
  más	
  conservada	
  corresponde	
  a	
  una	
  región	
  de	
  420	
  aminoácidos,	
  homó-­‐
loga	
  a	
  su	
  vez	
  al	
  dominio	
  catalítico	
  de	
  CDC25	
  (el	
  GEF	
  de	
  Ras	
  en	
  Saccharomyces cerevisiae)
(Chardin	
  et	
  al.,	
  1993).	
  La	
  identidad	
  entre	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  en	
  ambas	
  especies	
  de	
  mamíferos	
  es
del	
  69%	
  aproximadamente,	
  reduciéndose	
  al	
  40%	
  en	
  la	
  región	
  C-­‐terminal	
  donde	
  la	
  identidad
queda	
  restringida	
  a	
  los	
  motivos	
  ricos	
  en	
  prolina	
  (Bowtell	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Chardin	
  et	
  al.,	
  1993).
Sin	
  embargo,	
  entre	
  mSos1 y	
  hSOS1,	
  así	
  como	
  entre	
  mSos2 y	
  hSOS2,	
  la	
  identidad	
  alcanza	
  el
98%,	
  sugiriendo	
  que	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  loci	
  que	
  codifican	
  estas	
  proteínas	
  está	
  altamente	
  con-­‐
servado	
  en	
  mamíferos	
  (Bowtell	
  et	
  al.,	
  1992).

Los	
  miembros	
  de	
  la	
  familia	
  Sos	
  presentan	
  un	
  patrón	
  de	
  expresión	
  muy	
  amplio	
  a	
  lo	
  largo
del	
  desarrollo	
  y	
  en	
  la	
  etapa	
  adulta,	
  así	
  como	
  en	
  diversas	
  líneas	
  celulares.	
  Los	
  estudios	
  rea-­‐
lizados	
  con	
  dSos,	
  al	
  igual	
  que	
  con	
  sus	
  equivalentes	
  en	
  mamíferos	
  (Sos1	
  y	
  Sos2),	
  mostraron
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expresión	
  en	
  prácticamente	
  todos	
  los	
  tejidos	
  adultos	
  y	
  etapas	
  del	
  desarrollo	
  analizadas
(Bonfini	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Bowtell	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Chardin	
  et	
  al.,	
  1993).	
  También	
  se	
  han	
  descrito
varios	
  transcritos	
  alternativos	
  para	
  hSOS1 expresados	
  diferencialmente	
  dependiendo	
  del
tipo	
  celular,	
  el	
  tejido	
  o	
  la	
  etapa	
  del	
  desarrollo	
  (Guerrero	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Adicionalmente,	
  exis-­‐
ten	
  dos	
  isoformas	
  de	
  SOS1	
  en	
  humanos,	
  IsfI	
  y	
  IsfII,	
  cuya	
  diferencia	
  reside	
  en	
  un	
  fragmento
de	
  15	
  aminoácidos	
  localizado	
  en	
  la	
  región	
  C-­‐terminal,	
  junto	
  a	
  un	
  motivo	
  rico	
  en	
  prolinas
necesario	
  para	
  la	
  interacción	
  con	
  Grb2	
  (Rojas	
  et	
  al.,	
  1996).	
  La	
  inserción	
  de	
  15	
  aminoácidos
en	
  la	
  secuencia	
  de	
  la	
  IsfII	
  incrementa	
  su	
  afinidad	
  por	
  Grb2,	
  aumentando	
  la	
  señalización	
  a
través	
  de	
  Ras	
  y	
  su	
  potencial	
  transformante	
  (Rojas	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Zarich	
  et	
  al.,	
  2000).	
  De	
  hecho,
IsfII	
  posee	
  una	
  actividad	
  intercambiadora	
  mayor	
  que	
  IsfI	
  (Rojas	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Algunos	
  tejidos
expresan	
  una	
  de	
  las	
  dos	
  isoformas,	
  mientras	
  que	
  otros	
  muestran	
  diferentes	
  proporciones
de	
  ambas	
  dependiendo	
  del	
  tejido	
  y	
  la	
  fase	
  embrionaria.	
  Estas	
  diferencias	
  pueden	
  deter-­‐
minar	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  en	
  diferentes	
  tejidos	
  y/o	
  etapas	
  del	
  desarrollo
(Rojas	
  et	
  al.,	
  1996).

A	
  pesar	
  de	
  la	
  semejanza	
  entre	
  Sos1	
  y	
  Sos2,	
  existen	
  importantes	
  diferencias	
  bioquímicas	
  y
funcionales	
  entre	
  ambas	
  proteínas.	
  La	
  región	
  C-­‐terminal	
  es	
  la	
  que	
  presenta	
  mayor	
  variabi-­‐
lidad,	
  quedando	
  las	
  zonas	
  conservadas	
  restringidas	
  a	
  los	
  motivos	
  ricos	
  en	
  prolina	
  implica-­‐
dos	
  en	
  la	
  unión	
  a	
  Grb2	
  (Figura  2).	
  Esto	
  podría	
  explicar	
  porqué	
  hSOS2	
  tiene	
  más	
  afinidad
por	
  Grb2	
  que	
  hSOS1	
  (Yang	
  et	
  al.,	
  1995).	
  También	
  en	
  la	
  región	
  C-­‐terminal,	
  se	
  han	
  observado
diferencias	
  en	
  las	
  secuencias	
  consenso	
  de	
  fosforilación	
  presentes	
  en	
  hSOS1	
  y	
  hSOS2,	
  lo
que	
  implicaría	
  una	
  regulación	
  diferente	
  (Corbalan-­‐Garcia	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Adicionalmente,
mSos1	
  es	
  más	
  estable	
  que	
  mSos2	
  pues	
  éste	
  es	
  degradado	
  en	
  el	
  proteasoma	
  debido	
  a	
  la
presencia	
  de	
  señales	
  de	
  ubiquitinación	
  ausentes	
  en	
  mSos1	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Además,
se	
  han	
  descrito	
  diferencias	
  en	
  la	
  señalización	
  inducida	
  por	
  EGF (epidermal	
  growth	
  factor),
que	
  apuntan	
  a	
  una	
  participación	
  de	
  Sos1	
  en	
  la	
  transmisión	
  de	
  señales	
  a	
  corto	
  y	
  largo	
  plazo,
mientras	
  Sos2	
  estaría	
  actuando	
  únicamente	
  a	
  corto	
  plazo	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Por	
  último,
probablemente	
  reflejo	
  de	
  las	
  diferencias	
  bioquímicas	
  y	
  de	
  regulación	
  molecular	
  observadas
entre	
  ambas	
  proteínas,	
  la	
  relevancia	
  funcional	
  en	
  modelos	
  animales	
  difiere	
  considerable-­‐
mente.	
  Los	
  ratones	
  knockout (ko)	
  para	
  Sos1	
  mueren	
  en	
  el	
  desarrollo	
  en	
  la	
  mitad	
  de	
  la	
  ges-­‐
tación	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1997),	
  mientras	
  que	
  los	
  deficientes	
  en	
  Sos2	
  son
viables	
  y	
  sin	
  fenotipo	
  aparente	
  (Esteban	
  et	
  al.,	
  2000).

2.2    Estructura

La	
  familia	
  Sos	
  en	
  mamíferos	
  está	
  constituida	
  por	
  proteínas	
  de	
  alto	
  peso	
  molecular	
  formadas
por	
  varios	
  dominios	
  conservados	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  evolución	
  (Figura  2):

Dominio  histona  (H).	
  Ocupa	
  el	
  extremo	
  N-­‐terminal	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos.	
  Consta	
  de	
  apro-­‐
ximadamente	
  200	
  aminoácidos,	
  y	
  posee	
  una	
  estructura	
  de	
  pseudo-­‐dímero	
  semejante	
  a
los	
  dímeros	
  de	
  histonas	
  (Sondermann	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Fue	
  descubierto	
  mediante	
  la	
  búsqueda
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de	
  proteínas	
  con	
  motivos	
  de	
  homología	
  con	
  histonas	
  (Baxevanis	
  et	
  al.,	
  1995),	
  sin	
  embargo,
fue	
  años	
  más	
  tarde	
  cuando	
  se	
  atribuyó	
  a	
  esta	
  región	
  un	
  control	
  negativo	
  sobre	
  la	
  actividad
de	
  Sos	
  (Jorge	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Posteriormente,	
  diversos	
  estudios	
  han	
  implicado	
  a	
  este	
  dominio
en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  inhibición	
  intramolecular	
  de	
  Sos,	
  así	
  como	
  en	
  la	
  interacción	
  de	
  Sos
con	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  a	
  través	
  de	
  unas	
  regiones	
  conservadas	
  en	
  su	
  superficie	
  car-­‐
gadas	
  positivamente	
  (Gureasko	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Gureasko	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Sondermann	
  et	
  al.,	
  2005;
Yadav	
  and	
  Bar-­‐Sagi,	
  2010).

Unidad  DH-­‐PH.	
  Los	
  dominios	
  DH	
  y	
  PH	
  aparecen	
  generalmente	
  juntos	
  y	
  en	
  ese	
  orden,	
  cons-­‐
tituyendo	
  un	
  tándem	
  funcional	
  implicado	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  las	
  GTPasas	
  de	
  la	
  familia
Rho/Rac.	
  Esta	
  región	
  también	
  está	
  implicada	
  en	
  la	
  inhibición	
  intramolecular	
  de	
  Sos	
  (Cor-­‐
balan-­‐Garcia	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Kim	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Qian	
  et	
  al.,	
  1998),	
  y	
  en	
  la	
  interacción	
  con	
  la	
  mem-­‐
brana(Chen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Lemmon	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Zhao	
  et	
  al.,	
  2007).	
  El	
  dominio	
  DH	
  (homólogo
al	
  dominio	
  catalítico	
  del	
  GEF	
  Dbl)	
  consta	
  de	
  200	
  aminoácidos	
  y	
  posee	
  actividad	
  GEF	
  sobre
las	
  GTPasas	
  de	
  la	
  familia	
  Rho/Rac	
  (Schmidt	
  and	
  Hall,	
  2002).	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  Sos,	
  el	
  dominio
DH	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
  a	
  Rac	
  pero	
  no	
  a	
  otros	
  miembros	
  de	
  la	
  familia	
  como	
  Cdc42	
  (Nimnual
et	
  al.,	
  1998).	
  El	
  dominio	
  PH	
  (homólogo	
  a	
  repeticiones	
  internas	
  de	
  la	
  proteína	
  pleckstrina)
consta	
  de	
  aproximadamente	
  120	
  aminoácidos	
  y	
  está	
  altamente	
  conservado,	
  especialmente
en	
  proteínas	
  implicadas	
  en	
  transducción	
  de	
  señales	
  o	
  con	
  funciones	
  citoesqueléticas	
  (Lem-­‐
mon	
  and	
  Ferguson,	
  2000;	
  Lemmon	
  et	
  al.,	
  1996).	
  La	
  función	
  del	
  dominio	
  PH	
  en	
  las	
  proteínas
Sos	
  está	
  asociada	
  a	
  la	
  translocación	
  a	
  la	
  membrana	
  mediante	
  su	
  interacción	
  con	
  fosfoino-­‐
sitoles	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Kubiseski	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Nimnual	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Rameh	
  et	
  al.,	
  1997).

Figura  2.  Estructura  de  las  proteínas  de  la  familia  Sos. Las	
  proteínas	
  Sos	
  están	
  formadas	
  por	
  varios	
  do-­‐
minios	
  con	
  los	
  que	
  interaccionan	
  distintos	
  tipos	
  de	
  moléculas.	
  En	
  la	
  parte	
  inferior	
  de	
  cada	
  dominio	
  están	
  indi-­‐
cadas	
  las	
  proteínas	
  y	
  lípidos	
  que	
  se	
  han	
  descrito	
  interaccionando	
  con	
  Sos.	
  H,	
  dominio	
  Histona;	
  DH,	
  dominio	
  de
homología	
  a	
  Dbl;	
  PH,	
  dominio	
  de	
  homología	
  a	
  Pleckstrina;	
  L,	
  Helical	
  Linker;	
  REM,	
  motivo	
  de	
  intercambio	
  de
Ras;	
  CDC25H,	
  dominio	
  de	
  homología	
  a	
  CDC25;	
  PxxP,	
  motivos	
  ricos	
  en	
  prolina	
  (dominio	
  de	
  unión	
  a	
  Grb2).	
  Los
asteriscos	
  en	
  rojo	
  indican	
  los	
  puntos	
  de	
  unión	
  a	
  la	
  membrana	
  descritos	
  para	
  Sos	
  (*)
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Región  catalítica.	
  Esta	
  región	
  está	
  unida	
  a	
  la	
  N-­‐terminal	
  por	
  un	
  enlace	
  helicoidal	
  (L).	
  Con-­‐
tiene	
  los	
  dominios	
  CDC25H	
  (homólogo	
  a	
  CDC25,	
  el	
  GEF	
  de	
  Ras	
  en	
  S.  cerevisiae)	
  y	
  REM	
  (Ras
exchange	
  motif),	
  conservados	
  en	
  todos	
  los	
  GEFs	
  específicos	
  de	
  Ras	
  (Bos	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Zheng
and	
  Quilliam,	
  2003).	
  Juntos	
  abarcan	
  aproximadamente	
  500	
  aminoácidos,	
  necesarios	
  y	
  su-­‐
ficientes	
  para	
  catalizar	
  el	
  intercambio	
  de	
  nucleótidos	
  sobre	
  Ras	
  (Egan	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Kim	
  et
al.,	
  1998;	
  Liu	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Esta	
  actividad	
  reside	
  en	
  el	
  dominio	
  CDC25H	
  mientras	
  que	
  el	
  do-­‐
minio	
  REM	
  parece	
  tener	
  una	
  función	
  auxiliar	
  reguladora.	
  En	
  esta	
  región	
  existe	
  un	
  segundo
sitio	
  de	
  unión	
  a	
  Ras	
  denominado	
  sitio	
  alostérico,	
  formado	
  por	
  parte	
  del	
  dominio	
  REM	
  y
parte	
  del	
  CDC25H	
  (Margarit	
  et	
  al.,	
  2003).	
  La	
  unión	
  de	
  una	
  molécula	
  de	
  RasGTP	
  a	
  este	
  sitio
aumenta	
  la	
  afinidad	
  por	
  el	
  RasGDP,	
  incrementando	
  la	
  actividad	
  catalítica	
  de	
  Sos	
  (Boykevisch
et	
  al.,	
  2006;	
  Margarit	
  et	
  al.,	
  2003).

Dominio  rico  en  prolinas  o  SH3-­‐b (SH3	
  binding).	
  Finalmente,	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  poseen	
  mo-­‐
tivos	
  ricos	
  en	
  prolina	
  (PxxP)	
  en	
  su	
  extremo	
  C-­‐terminal,	
  que	
  consta	
  de	
  aproximadamente
280	
  aminoácidos.	
  Estos	
  motivos	
  interaccionan	
  con	
  dominios	
  SH3 (src	
  homology	
  domain
type	
  3),	
  frecuentes	
  en	
  proteínas	
  implicadas	
  en	
  señalización	
  celular,	
  tales	
  como	
  las	
  proteínas
adaptadoras	
  Grb2,	
  Crk	
  (v-­‐crk	
  sarcoma	
  virus	
  CT10	
  oncogene	
  homolog)	
  o	
  E3b1/Abi1	
  (abl-­‐
interactor	
  1)	
  (Matsuda	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Okada	
  and	
  Pessin,	
  1996;	
  Scita	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Las	
  funcio-­‐
nes	
  atribuidas	
  a	
  esta	
  región	
  han	
  sido,	
  por	
  una	
  parte,	
  la	
  translocación	
  de	
  Sos	
  a	
  la	
  membrana
mediante	
  su	
  unión	
  a	
  Grb2	
  (Buday	
  and	
  Downward,	
  1993;	
  Olivier	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Rozakis-­‐Adcock
et	
  al.,	
  1993;	
  Simon	
  et	
  al.,	
  1993),	
  y	
  por	
  otra,	
  la	
  regulación	
  negativa	
  de	
  su	
  actividad	
  catalítica
(Aronheim	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Byrne	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Corbalan-­‐Garcia	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Karlovich	
  et	
  al.,
1995;	
  McCollam	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Zarich	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Esta	
  región	
  además,	
  posee	
  secuencias	
  de
fosforilación	
  específicas	
  para	
  diferentes	
  quinasas,	
  principalmente	
  las	
  MAPKs	
  (Mitogen-­‐ac-­‐
tivated	
  protein	
  kinases)	
  ERK1/2 (Extracellular	
  signal-­‐regulated	
  kinases)	
  (Porfiri	
  and	
  McCor-­‐
mick,	
   1996).	
   Como	
   explicaremos	
   más	
   adelante	
   (sección   2.3.3),	
   estos	
   eventos	
   de
fosforilación	
  se	
  han	
  asociado	
  a	
  un	
  mecanismo	
  de	
  retroalimentación	
  negativa	
  de	
  la	
  ruta	
  de
señalización	
  mediada	
  por	
  Ras.

2.3    Regulación  de  la  Actividad

Los	
  principales	
  procesos	
  y	
  modificaciones	
  que	
  coordinan	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  de
Sos	
  son,	
  fundamentalmente,	
  la	
  translocación	
  a	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  donde	
  se	
  encuen-­‐
tra	
  Ras,	
  la	
  eliminación	
  del	
  efecto	
  inhibitorio	
  que	
  ejercen	
  las	
  regiones	
  N-­‐terminal	
  y	
  C-­‐ter-­‐
minal	
  sobre	
  la	
  región	
  catalítica	
  (inhibición	
  intramolecular),	
  la	
  estimulación	
  alostérica	
  del
dominio	
  catalítico,	
  y	
  por	
  último,	
  la	
  fosforilación	
  en	
  su	
  extremo	
  C-­‐terminal	
  (Bos	
  et	
  al.,	
  2007).

2.3.1    Modelo  clásico  de  translocación  a  la  membrana

En	
  ausencia	
  de	
  estímulos	
  extracelulares	
  Sos	
  se	
  encuentra	
  en	
  el	
  citosol	
  formando	
  un	
  com-­‐
plejo	
  con	
  Grb2	
  (Buday	
  and	
  Downward,	
  1993;	
  Gale	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Rozakis-­‐Adcock	
  et	
  al.,	
  1993).
Tras	
  la	
  activación	
  de	
  RTKs	
  este	
  complejo	
  es	
  reclutado	
  a	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  mediante
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la	
  unión	
  de	
  Grb2	
  a	
  residuos	
  de	
  tirosina	
  fosforilados	
  en	
  los	
  receptores	
  activados	
  (Figura  3).
Esta	
  translocación	
  del	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  a	
  la	
  membrana	
  tras	
  la	
  activación	
  de	
  RTKs	
  consti-­‐
tuía	
  el	
  modelo	
  inicial	
  para	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  mediada	
  por	
  Sos	
  (Buday	
  and	
  Downward,
1993;	
  Egan	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Gale	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Olivier	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Rozakis-­‐Adcock	
  et	
  al.,	
  1993).
Apoyando	
  este	
  modelo,	
  se	
  había	
  observado	
  que	
  no	
  existían	
  diferencias	
  en	
  la	
  actividad	
  ca-­‐
talítica	
  de	
  Sos	
  antes	
  y	
  después	
  del	
  estímulo	
  (Buday	
  and	
  Downward,	
  1993;	
  Gale	
  et	
  al.,	
  1993),
y	
  que	
  la	
  localización	
  artificial	
  de	
  Sos	
  en	
  la	
  membrana	
  por	
  farnesilación	
  o	
  miristoilación	
  era
suficiente	
  para	
  activar	
  a	
  Ras,	
  independientemente	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  receptores	
  (Aron-­‐
heim	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Quilliam	
  et	
  al.,	
  1994).	
  Sin	
  embargo,	
  numerosas	
  evidencias	
  experimentales
indicaron	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  por	
  Sos	
  era	
  un	
  proceso	
  más	
  complejo	
  de	
  lo	
  que	
  proponía
este	
  modelo.	
  En	
  este	
  sentido,	
  varios	
  trabajos	
  demostraron	
  que	
  Sos	
  puede	
  localizarse	
  en	
  la
membrana	
  y	
  activar	
  a	
  Ras	
  sin	
  que	
  sea	
  necesaria	
  su	
  unión	
  a	
  Grb2	
  (Karlovich	
  et	
  al.,	
  1995;
McCollam	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1995),	
  y	
  que	
  la	
  actividad	
  catalítica	
  de	
  Sos	
  aumenta	
  en
respuesta	
  a	
  estímulos	
  extracelulares	
  (Li	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Li	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Rojas	
  et	
  al.,	
  1999).	
  In-­‐
cluso,	
  en	
  algunos	
  tipos	
  celulares	
  como	
  las	
  células	
  hematopoyéticas,	
  se	
  había	
  descrito	
  que
la	
  activación	
  de	
  Ras	
  ocurre	
  sin	
  que	
  los	
  complejos	
  Grb2-­‐Sos	
  localicen	
  en	
  la	
  membrana	
  (Wel-­‐
ham	
  et	
  al.,	
  1994).	
  En	
  conjunto,	
  los	
  datos	
  de	
  estos	
  trabajos	
  contradecían	
  en	
  parte	
  el	
  modelo
inicial,	
  revelando	
  la	
  existencia	
  de	
  una	
  regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  Sos	
  mucho	
  más	
  compleja
en	
  la	
  que,	
  como	
  mostraremos	
  a	
  continuación,	
  las	
  contradicciones	
  pueden	
  encontrar	
  una
explicación.

2.3.2    Mecanismo  de  activación  alostérica  e  inhibición  intramolecular

El	
  mecanismo	
  de	
  activación	
  alostérica	
  de	
  Sos	
  mediado	
  por	
  Ras	
  está	
  basado	
  en	
  la	
  unión	
  con
alta	
  afinidad	
  de	
  una	
  molécula	
  de	
  RasGTP	
  al	
  sitio	
  alostérico	
  de	
  Sos.	
  Esta	
  interacción	
  produce
cambios	
  en	
  la	
  región	
  catalítica	
  que	
  estabilizan	
  a	
  Sos	
  en	
  una	
  conformación	
  activa,	
  estimu-­‐
lando	
  intensamente	
  su	
  actividad	
  intercambiadora	
  de	
  nucleótidos	
  (Boykevisch	
  et	
  al.,	
  2006;
Freedman	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Margarit	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Además,	
  RasGTP	
  tiene	
  más	
  afinidad	
  por	
  el
sitio	
  alostérico	
  que	
  RasGDP,	
  lo	
  que	
  convierte	
  esta	
  interacción	
  en	
  un	
  mecanismo	
  de	
  retroa-­‐
limentación	
  positiva	
  que,	
  tanto	
  in  vitro como	
  in  vivo,	
  es	
  fundamental	
  para	
  la	
  correcta	
  acti-­‐
vación	
  de	
  Sos	
  (Boykevisch	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Sondermann	
  et	
  al.,	
  2004).

Por	
  otra	
  parte,	
  diversos	
  trabajos	
  han	
  revelado	
  la	
  existencia	
  de	
  un	
  mecanismo	
  de	
  regulación
de	
  la	
  actividad	
  por	
  interacciones	
  intramoleculares,	
  denominado	
  inhibición	
  intramolecular.
Este	
  mecanismo	
  consiste	
  en	
  la	
  interacción	
  entre	
  varios	
  dominios	
  para	
  estabilizar	
  a	
  la	
  pro-­‐
teína	
  en	
  su	
  conformación	
  inactiva.	
  Muchos	
  de	
  estos	
  trabajos	
  atribuyen	
  un	
  control	
  negativo
de	
  la	
  actividad	
  catalítica	
  de	
  Sos	
  a	
  las	
  regiones	
  N-­‐terminal	
  (Corbalan-­‐Garcia	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Kim
et	
  al.,	
  1998;	
  Qian	
  et	
  al.,	
  1998)	
  y	
  C-­‐terminal	
  (Aronheim	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Byrne	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Cor-­‐
balan-­‐Garcia	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Karlovich	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Kim	
  et	
  al.,	
  1998;	
  McCollam	
  et	
  al.,	
  1995;
Wang	
  et	
  al.,	
  1995).	
  De	
  acuerdo	
  con	
  esta	
  idea,	
  construcciones	
  de	
  Sos	
  que	
  carecen	
  de	
  la	
  re-­‐
gión	
  C-­‐terminal	
  presentan	
  un	
  incremento	
  en	
  la	
  actividad	
  intercambiadora	
  in  vitro e	
  in  vivo,
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mostrando	
  asimismo	
  una	
  mayor	
  capacidad	
  transformante	
  (Aronheim	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Corba-­‐
lan-­‐Garcia	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Rojas	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Zarich	
  et	
  al.,	
  2000).

Ambos	
  mecanismos	
  (inhibición	
  intramolecular	
  y	
  activación	
  alostérica)	
  están	
  íntimamente
relacionados,	
  pues	
  la	
  inhibición	
  intramolecular	
  consiste	
  en	
  evitar	
  que	
  Ras	
  active	
  alostéri-­‐
camente	
  a	
  Sos	
  en	
  ausencia	
  de	
  los	
  estímulos	
  adecuados.	
  En	
  la	
  conformación	
  inactiva	
  la	
  uni-­‐
dad	
  DH-­‐PH	
  de	
  Sos	
  interacciona	
  con	
  el	
  dominio	
  REM	
  bloqueando	
  estéricamente	
  el	
  acceso
de	
  Ras	
  al	
  sitio	
  alostérico,	
  como	
  se	
  ha	
  demostrado	
  in  vitro (Sondermann	
  et	
  al.,	
  2004)	
  y	
  en
células	
  quiescentes	
  (Boykevisch	
  et	
  al.,	
  2006)	
  (Figura  3).	
  El	
  dominio	
  H,	
  estabiliza	
  la	
  interac-­‐
ción	
  inhibitoria	
  de	
  la	
  unidad	
  DH-­‐PH	
  y	
  contribuye	
  a	
  la	
  conformación	
  inactiva	
  interaccionando
con	
  el	
  enlace	
  helicoidal	
  (L)	
  que	
  existe	
  entre	
  los	
  dominios	
  PH	
  y	
  REM	
  (Gureasko	
  et	
  al.,	
  2010;
Sondermann	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Como	
  veremos	
  más	
  adelante	
  (sección  4.2.4),	
  mutaciones	
  acti-­‐
vantes	
  de	
  Sos	
  detectadas	
  en	
  pacientes	
  con	
  síndrome	
  de	
  Noonan	
  ponen	
  de	
  manifiesto	
  la
importancia	
  de	
  esta	
  inhibición	
  intramolecular.

Figura  3.  Modelo  actual  de  activación  de  Sos  en  la  membrana.	
  En	
  ausencia	
  de	
  estímulos,	
  Sos	
  se	
  en-­‐
cuentra	
  en	
  el	
  citosol	
  formando	
  un	
  complejo	
  con	
  Grb2.	
  La	
  inhibición	
  intramolecular	
  mantiene	
  a	
  Sos	
  en	
  su	
  con-­‐
formación	
  inactiva,	
  mediante	
  el	
  bloqueo	
  estérico	
  que	
  ejerce	
  la	
  unidad	
  DH-­‐PH	
  sobre	
  el	
  sitio	
  alostérico	
  en	
  la
región	
  catalítica.	
  Una	
  vez	
  recibido	
  el	
  estímulo	
  adecuado,	
  Sos	
  transloca	
  a	
  la	
  membrana	
  mediante	
  la	
  acción	
  co-­‐
ordinada	
  de	
  varios	
  de	
  sus	
  dominios.	
  La	
  unión	
  con	
  Grb2	
  le	
  permite	
  asociarse	
  a	
  los	
  RTK	
  activados.	
  Los	
  dominios
H	
  y	
  PH	
  intervienen	
  en	
  la	
  asociación	
  de	
  Sos	
  a	
  la	
  membrana	
  a	
  través	
  de	
  la	
  interacción	
  con	
  PIP2 y	
  PA	
  (ácido	
  fosfa-­‐
tídico).	
  Por	
  último,	
  el	
  RasGTP	
  existente	
  en	
  la	
  membrana	
  estimula	
  alostéricamente	
  la	
  actividad	
  de	
  Sos,	
  estabi-­‐
lizando	
  su	
  localización	
  en	
  la	
  membrana.	
  Sos	
  cataliza	
  entonces	
  la	
  activación	
  del	
  Ras	
  inactivo	
  (RasGDP)	
  mediante
el	
  intercambio	
  de	
  GDP	
  por	
  GTP.	
  Las	
  moléculas	
  de	
  Ras	
  activas	
  transmiten	
  la	
  información	
  a	
  través	
  de	
  rutas	
  de
transducción	
  de	
  señales,	
  como	
  la	
  ruta	
  de	
  las	
  MAPKs	
  (Raf-­‐MEK-­‐ERK).	
  Adaptada	
  de	
  Buday	
  and	
  Downward,	
  2008.
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Cuando	
  la	
  célula	
  recibe	
  las	
  señales	
  adecuadas,	
  Sos	
  adquiere	
  la	
  conformación	
  activa	
  libe-­‐
rándose	
  de	
  las	
  interacciones	
  intramoleculares.	
  La	
  unión	
  de	
  los	
  dominios	
  H	
  y	
  PH	
  a	
  la	
  mem-­‐
brana	
  son	
   fundamentales	
  para	
  esta	
   liberación.	
  El	
  dominio	
  PH	
  se	
  une	
  al	
   fosfatidil	
  PIP2
(fosfatidilinositol-­‐4,5-­‐bisfosfato)	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Kubiseski	
  et	
  al.,	
  1997)	
  y	
  también	
  al	
  ácido
fosfatídico	
  (PA)	
  generado	
  por	
  la	
  PLD2	
  (phospholipase	
  D2),	
  que	
  al	
  igual	
  que	
  Sos,	
  es	
  reclutada
por	
  Grb2	
  a	
  los	
  receptores	
  activados	
  (Di	
  Fulvio	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Zhao	
  et	
  al.,	
  2007).	
  El	
  dominio	
  H
también	
  puede	
  asociase	
  al	
  PA	
  mediante	
  sus	
  regiones	
  cargadas	
  positivamente,	
  y	
  de	
  hecho,
se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  esta	
  interacción	
  es	
  esencial	
  para	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  en	
  respuesta
a	
  EGF	
  (Gureasko	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Yadav	
  and	
  Bar-­‐Sagi,	
  2010).	
  Se	
  cree	
  que	
  la	
  asociación	
  a	
  la	
  mem-­‐
brana	
  reorienta	
  a	
  Sos	
  provocando	
  la	
  liberación	
  de	
  la	
  unidad	
  DH-­‐PH	
  del	
  sitio	
  alostérico.	
  Esta
nueva	
  configuración	
  hace	
  posible	
  la	
  unión	
  de	
  Sos	
  con	
  dos	
  moléculas	
  de	
  Ras	
  (Ras	
  alostérico
y	
  Ras	
  sustrato),	
  lo	
  que	
  además	
  estabiliza	
  a	
  Sos	
  en	
  la	
  membrana	
  (Figura  3).	
  No	
  obstante,
qué	
  señales	
  desencadenan	
  esta	
  reorientación	
  de	
  Sos	
  y	
  cuál	
  es	
  el	
  mecanismo	
  por	
  el	
  que
ocurre	
  aún	
  no	
  está	
  del	
  todo	
  claro.	
  

Por	
  último,	
  es	
  interesante	
  apuntar	
  que	
  la	
  translocación	
  a	
  la	
  membrana	
  mediada	
  por	
  Grb2
es	
  aún	
  un	
  elemento	
  importante	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  Sos,	
  ya	
  que	
  puede	
  con-­‐
tribuir	
  a	
  su	
  activación	
  no	
  sólo	
  asociándolo	
  a	
  los	
  receptores	
  activados,	
  sino	
  también	
  me-­‐
diante	
  la	
  liberación	
  de	
  la	
  regulación	
  negativa	
  que	
  ejerce	
  la	
  región	
  C-­‐terminal	
  (Aronheim	
  et
al.,	
  1994;	
  Rojas	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Zarich	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Zarich	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Asimismo,	
  puede	
  favo-­‐
recer	
  la	
  estabilización	
  de	
  Sos	
  en	
  la	
  membrana,	
  dirigirlo	
  a	
  receptores	
  específicos,	
  o	
  incluso
puede	
  promover	
  la	
  localización	
  de	
  PLD2	
  y	
  Sos1	
  en	
  los	
  mismos	
  sitios,	
  potenciando	
  allí	
  de
forma	
  regulada	
  y	
  específica,	
  la	
  señalización	
  mediada	
  por	
  Ras	
  (Hancock,	
  2007).

2.3.3    Regulación  de  la  actividad  mediante  fosforilación  

La	
  fosforilación	
  de	
  Sos	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  ha	
  sido	
  asociada	
  a
un	
  mecanismo	
  de	
  retroalimentación	
  negativa	
  (Klarlund	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Langlois	
  et	
  al.,	
  1995;
Waters	
  et	
  al.,	
  1995b).	
  En	
  la	
  región	
  C-­‐terminal,	
  Sos	
  contiene	
  secuencias	
  consenso	
  para
MAPKs,	
  cuyos	
  residuos	
  de	
  serina/treonina	
  son	
  fosforilados	
  por	
  dichas	
  quinasas	
  in  vitro e
in  vivo  (Corbalan-­‐Garcia	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Cherniack	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Porfiri	
  and	
  McCormick,	
  1996;
Ueki	
  et	
  al.,	
  1994).	
  No	
  obstante,	
  otras	
  quinasas	
  pueden	
  participar	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Sos
como	
  demuestran	
  varios	
  trabajos	
  en	
  los	
  que	
  esta	
  fosforilación	
  es	
  dependiente	
  de	
  MEK,
pero	
  no	
  necesariamente	
  de	
  ERK	
  (Dong	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Holt	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Zhao	
  et	
  al.,	
  1997),	
  o
en	
  células	
  PC12,	
  donde	
  Sos	
  es	
  fosforilado	
  por	
  p90RSK-­‐2	
  (Douville	
  and	
  Downward,	
  1997).	
  

La	
  retroalimentación	
  negativa	
  consiste	
  en	
  la	
  desactivación	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  Ras	
  después	
  de	
  la
estimulación,	
  pero	
  este	
  proceso	
  puede	
  ser	
  diferente	
  dependiendo	
  del	
  estímulo	
  y	
  el	
  tipo
celular.	
  La	
  fosforilación	
  de	
  Sos	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  insulina	
  promueve	
  la	
  disociación	
  de
los	
  complejos	
  Grb2-­‐Sos	
  (Cherniack	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Dong	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Holt	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Klarlund
et	
  al.,	
  1995;	
  Langlois	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Waters	
  et	
  al.,	
  1995a;	
  Waters	
  et	
  al.,	
  1995b),	
  mientras	
  que
la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  provoca	
  la	
  disociación	
  entre	
  el	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  y	
  la	
  proteína
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adaptadora	
  Shc	
  unida	
  al	
  receptor,	
  o	
  directamente	
  la	
  disociación	
  del	
  receptor	
  (Klarlund	
  et
al.,	
  1995;	
  Porfiri	
  and	
  McCormick,	
  1996;	
  Rozakis-­‐Adcock	
  et	
  al.,	
  1995).	
  También	
  la	
  internali-­‐
zación	
  y	
  degradación	
  de	
  los	
  receptores	
  activados,	
  como	
  ocurre	
  con	
  los	
  receptores	
  de	
  EGF
y	
  PDGF	
  (pero	
  no	
  de	
  Insulina),	
  contribuye	
  a	
  la	
  desactivación	
  de	
  la	
  ruta	
  (Klarlund	
  et	
  al.,	
  1995;
Osterop	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Finalmente,	
  mencionar	
  que	
  además	
  de	
  residuos	
  de	
  serina/treonina,
se	
  ha	
  descrito	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Sos	
  en	
  tirosina	
  por	
  la	
  proteína	
  tirosina	
  quinasa	
  (PTK)	
  Abl,
lo	
  cual	
  promueve	
  la	
  actividad	
  intercambiadora	
  sobre	
  la	
  GTPasa	
  Rac	
  (Sini	
  et	
  al.,	
  2004).

2.3.4    Regulación  de  la  actividad  GEF  dual

Las	
  proteínas	
  Sos	
  funcionan	
  como	
  GEFs	
  duales	
  sobre	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  y	
  Rac	
  (Innocenti	
  et
al.,	
  2002;	
  Nimnual	
  and	
  Bar-­‐Sagi,	
  2002;	
  Nimnual	
  et	
  al.,	
  1998).	
  La	
  actividad	
  catalítica	
  de	
  Sos
sobre	
  la	
  GTPasa	
  Rac	
  reside	
  en	
  el	
  dominio	
  DH	
  (Nimnual	
  et	
  al.,	
  1998),	
  y	
  está	
  regulada	
  por	
  di-­‐
ferentes	
  mecanismos.	
  Además	
  de	
  la	
  fosforilación	
  en	
  tirosina	
  que	
  acabamos	
  de	
  comentar,
la	
  interacción	
  con	
  PIP3 en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  la	
  asociación	
  con	
  Eps8	
  (Epidermal
growth	
  factor	
  receptor	
  pathway	
  substrate	
  8)	
  y	
  E3b1/Abi-­‐1	
  son	
  otros	
  mecanismos	
  de	
  regu-­‐
lación	
  conocidos.

Esta	
  actividad	
  dual	
  está	
  determinada	
  por	
  la	
  asociación	
  de	
  Sos	
  a	
  diferentes	
  complejos	
  mo-­‐
leculares	
  de	
  señalización.	
  Sos	
  funciona	
  como	
  GEF	
  de	
  Ras	
  cuando	
  está	
  unido	
  a	
  Grb2,	
  y	
  sobre
Rac	
  cuando	
  forma	
  un	
  complejo	
  con	
  E3b1	
  y	
  Eps8	
  (Innocenti	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Scita	
  et	
  al.,	
  1999)
(Figura  4).	
  La	
  formación	
  del	
  complejo	
  Sos1-­‐E3b1-­‐Eps8	
  (S/E/E8)	
  es	
  fundamental	
  para	
  la	
  ac-­‐
tividad	
  catalítica	
  sobre	
  Rac	
  (Innocenti	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Scita	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Scita	
  et	
  al.,	
  2001).	
  E3b1
estabiliza	
  la	
  unión	
  entre	
  Sos1	
  y	
  Eps8,	
  el	
  cual,	
  interacciona	
  con	
  el	
  receptor	
  activado	
  y	
  con	
  F-­‐
actina	
  (permitiendo	
  la	
  localización	
  del	
  complejo	
  en	
  estructuras	
  como	
  las	
  ondulaciones	
  de
membrana	
  o	
  ruffles (Scita	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Scita	
  et	
  al.,	
  2001)	
  (Figura  4).	
  La	
  interacción	
  de	
  Sos
con	
  Grb2	
  o	
  E3b1	
  es	
  excluyente,	
  y	
  la	
  afinidad	
  por	
  Sos	
  in  vitro es	
  similar	
  para	
  ambas	
  proteínas.
Sin	
  embargo,	
  en	
  fibroblastos	
  la	
  abundancia	
  de	
  los	
  complejos	
  Sos-­‐Grb2	
  (S/G)	
  es	
  aproxima-­‐
damente	
  10	
  veces	
  mayor	
  que	
  los	
  complejos	
  S/E/E8	
  (Innocenti	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Además,	
  la	
  di-­‐
námica	
  y	
  la	
  regulación	
  de	
  ambos	
  complejos	
  tras	
  la	
  activación	
  del	
  receptor	
  es	
  diferente;
mientras	
  que	
  los	
  complejos	
  S/G	
  se	
  disocian	
  rápidamente	
  tras	
  la	
  estimulación,	
  los	
  complejos
S/E/E8	
  permanecen	
  estables	
  en	
  las	
  mismas	
  condiciones.	
  Estas	
  diferencias	
  explican	
  en	
  parte,
la	
  cinética	
  de	
  activación	
  transitoria	
  de	
  Ras	
  comparada	
  con	
  la	
  activación	
  prolongada	
  de	
  Rac
en	
  respuesta	
  a	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  (Innocenti	
  et	
  al.,	
  2002).

Adicionalmente,	
  PI3K (phosphatidylinositol	
  3-­‐kinase)	
  desempeña	
  un	
  papel	
  esencial	
  en	
  la
regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  GEF	
  sobre	
  Rac.	
  Por	
  un	
  lado,	
  la	
  interacción	
  de	
  la	
  subunidad	
  regu-­‐
ladora	
  de	
  PI3K,	
  p85,	
  con	
  el	
  complejo	
  S/E/E8	
  es	
  necesaria	
  para	
  esta	
  actividad	
  (Innocenti	
  et
al.,	
  2003).	
  Por	
  otro,	
  la	
  asociación	
  del	
  dominio	
  PH	
  de	
  Sos	
  con	
  PIP3	
  (generado	
  por	
  la	
  actividad
de	
  PI3K)	
  provoca	
  un	
  cambio	
  conformación	
  que	
  libera	
  al	
  dominio	
  DH	
  de	
  la	
  inhibición	
  intra-­‐
molecular,	
  promoviendo	
  la	
  activación	
  de	
  Rac	
  (Das	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Soisson	
  et	
  al.,	
  1998)	
  (Figura
4).	
  De	
  hecho,	
  diversos	
  experimentos	
  han	
  demostrado	
  que	
  los	
  efectos	
  citoesqueléticos	
  in-­‐
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ducidos	
  por	
  Ras,	
  están	
  mediados	
  por	
  la	
  actividad	
  de	
  PI3K	
  sobre	
  Rac	
  (Nimnual	
  et	
  al.,	
  1998;
Rodriguez-­‐Viciana	
  et	
  al.,	
  1997).	
  La	
  regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  GEF	
  dual	
  de	
  Sos	
  constituye
un	
  mecanismo	
  de	
  coordinación	
  espacial	
  y	
  temporal	
  de	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  mediadas
por	
  ambas	
  GTPasas	
  (Mitin	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Nimnual	
  and	
  Bar-­‐Sagi,	
  2002)	
  (Figura  4).	
  Por	
  último,
recientemente	
  se	
  ha	
  publicado	
  que	
  la	
  proteína	
  anti-­‐apoptótica	
  CIIA/Vps28	
  (Vacuolar	
  pro-­‐
tein	
  sorting	
  28)	
  estimula	
  la	
  actividad	
  Rac-­‐GEF	
  de	
  SOS1	
  contribuyendo	
  a	
  la	
  migración	
  indu-­‐
cida	
  por	
  TGFβ (Transforming	
  growth	
  factor	
  beta)	
  (Hwang	
  et	
  al.,	
  2011).

Figura  4.  Regulación  de  la  actividad  GEF  de  Sos  sobre  las  GTPasas  Ras  y  Rac. Las	
  proteínas	
  Sos	
  activan
a	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  cuando	
  se	
  encuentran	
  asociadas	
  a	
  Grb2,	
  y	
  a	
  Rac,	
  cuando	
  forman	
  un	
  complejo	
  con	
  E3b1	
  y
Eps8.	
  La	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  induce	
  la	
  translocación	
  del	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  a	
  la	
  mem-­‐
brana,	
  donde	
  las	
  proteinas	
  Sos	
  activan	
  a	
  Ras,	
  y	
  éste	
  a	
  sus	
  rutas	
  efectoras.	
  Asimismo,	
  el	
  estímulo	
  induce	
  la	
  ac-­‐
tividad	
  de	
  PI3K	
  directamente,	
  o	
  mediante	
  la	
  interacción	
  con	
  Ras	
  activo,	
  promoviendo	
  la	
  formación	
  de	
  PIP3.	
  La
interacción	
  del	
  dominio	
  PH	
  de	
  Sos	
  (unido	
  a	
  E3b1	
  y	
  Eps8)	
  con	
  el	
  PIP3 de	
  la	
  membrana	
  provoca	
  un	
  cambio	
  con-­‐
formacional	
  que	
  libera	
  al	
  dominio	
  DH,	
  el	
  cual	
  activa	
  a	
  Rac	
  en	
  los	
  compartimentos	
  celulares	
  donde	
  la	
  actividad
de	
  esta	
  GTPasa	
  es	
  necesaria	
  (ruffles).	
  Eps8	
  media	
  la	
  interacción	
  de	
  este	
  complejo	
  con	
  el	
  citoesqueleto	
  de	
  actina.
Al	
  mismo	
  tiempo,	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK	
  conduce	
  a	
  una	
  retroalimentación	
  negativa	
  basada	
  en	
  la	
  fos-­‐
forilación	
  de	
  Sos	
  por	
  ERK.	
  Esta	
  fosforilación	
  provoca	
  la	
  disociación	
  de	
  los	
  complejos	
  Grb2-­‐Sos,	
  pero	
  no	
  de
Sos/Eps8/E3b1,	
  manteniendo	
  la	
  activación	
  de	
  Rac	
  de	
  forma	
  sostenida.	
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3.  Participación  de  las  proteínas  Sos  en  rutas
de  señalización  intracelular

3.1    Señales  activadoras

La	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  desencadena	
  la	
  activación	
  de	
  RTKs	
  en	
  la	
  su-­‐
perficie	
  celular.	
  Estos	
  receptores	
  ejercen	
  un	
  importante	
  papel	
  en	
  diversos	
  procesos	
  bioló-­‐
gicos	
  incluyendo	
  el	
  desarrollo	
  embrionario	
  y	
  la	
  oncogénesis,	
  para	
  lo	
  cual	
  controlan	
  procesos
celulares	
  fundamentales	
  como	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  migración,	
  metabolismo,	
  su-­‐
pervivencia,	
  y	
  diferenciación	
  celular	
  (Schlessinger,	
  2000).	
  La	
  mayoría	
  de	
  RTKs	
  estimulan	
  la
actividad	
  de	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  (Satoh	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Schlessinger,	
  2000),	
  cuya	
  activación	
  en
este	
  contexto	
  está	
  mediada	
  principalmente	
  por	
  las	
  proteínas	
  Sos.	
  Sin	
  embargo,	
  Sos	
  puede
activar	
  a	
  Ras	
  tras	
  la	
  estimulación	
  de	
  otros	
  receptores,	
  incluyendo	
  receptores	
  acoplados	
  a
proteínas	
  G	
  o	
  GPCR (G-­‐protein-­‐coupled	
  receptors),	
  receptores	
  de	
  citoquinas,	
  el	
  receptor
de	
  células	
  T	
  o	
  TCR (T-­‐cell	
  receptor)	
  y	
  de	
  células	
  B	
  o	
  BCR (B-­‐cell	
  receptor)	
  en	
  linfocitos,	
  y
también	
  integrinas	
  (Figura  5),	
  como	
  veremos	
  a	
  continuación.

Figura  5.  Señales  activadoras  de  las  proteínas  Sos. Diversos	
  tipos	
  de	
  receptores	
  pueden	
  desencadenar
la	
  activación	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos.	
  La	
  estimulación	
  de	
  RTKs	
  promueve	
  la	
  activación	
  de	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  mediante
la	
  translocación	
  del	
  complejo	
  Sos-­‐Grb2	
  a	
  la	
  membrana.	
  Asimismo,	
  receptores	
  de	
  citoquinas,	
  receptores	
  aco-­‐
plados	
  a	
  proteínas	
  G	
  (GPCR),	
  e	
  incluso	
  integrinas,	
  pueden	
  estimular	
  la	
  actividad	
  GEF	
  de	
  Sos,	
  generalmente	
  a
través	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  PTKs	
  que	
  fosforilan	
  a	
  los	
  receptores	
  y	
  a	
  proteínas	
  adaptadoras	
  como	
  Shc,	
  promoviendo
el	
  reclutamiento	
  del	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  al	
  receptor	
  activado.	
  Una	
  vez	
  activo,	
  Ras	
  transmite	
  la	
  señal	
  a	
  diversas
rutas	
  efectoras.
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En	
  primer	
  lugar,	
  los	
  RTKs	
  son	
  proteínas	
  transmembrana	
  que	
  contienen	
  un	
  dominio	
  N-­‐ter-­‐
minal	
  extracelular	
  de	
  unión	
  al	
  ligando	
  y	
  un	
  dominio	
  C-­‐terminal	
  intracelular	
  con	
  actividad
tirosina	
  quinasa.	
  La	
  mayoría	
  están	
  en	
  la	
  membrana	
  como	
  monómeros	
  inactivos	
  cuya	
  di-­‐
merización	
  es	
  consecuencia	
  de	
  la	
  unión	
  de	
  la	
  parte	
  extracelular	
  a	
  un	
  ligando	
  específico.	
  La
dimerización	
  induce	
  la	
  activación	
  del	
  receptor	
  y	
  su	
  autofosforilación	
  en	
  residuos	
  de	
  tirosina
que	
  sirven	
  como	
  sitios	
  de	
  unión	
  específicos	
  para	
  proteínas	
  con	
  dominios	
  SH2 o	
  PTB (Phos-­‐
pho-­‐tyrosine	
  binding)	
  (Schlessinger,	
  2000).	
  Estas	
  proteínas	
  pueden	
  ser	
  enzimas	
  cuya	
  acti-­‐
vidad	
  es	
  estimulada	
  al	
  unirse	
  al	
  receptor	
  (incluyendo	
  las	
  quinasas	
  Src y	
  PI3K,	
  la	
  fosfolipasa
C	
  (PLC)	
  o	
  la	
  fosfatasa	
  Shp2),	
  y	
  proteínas	
  adaptadoras,	
  como	
  Grb2	
  y	
  Shc	
  (Lowenstein	
  et	
  al.,
1992;	
  Skolnik	
  et	
  al.,	
  1993),	
  que	
  contienen	
  dominios	
  de	
  interacción	
  con	
  otras	
  proteínas.	
  Asi-­‐
mismo,	
  algunos	
  RTK	
  pueden	
  reclutar	
  las	
  denominadas	
  proteínas	
  “acopladoras”	
  (docking
proteins)	
  como	
  IRS (Insulin	
  Receptor	
  substrate),	
  FRS (FGF	
  Receptor	
  substrate),	
  y	
  Gab (Grb2-­‐
associated	
  binder)	
  (Holgado-­‐Madruga	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Kouhara	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Skolnik	
  et	
  al.,	
  1993).
Estas	
  proteínas	
  acopladoras	
  son	
  fosforiladas	
  por	
  el	
  RTK	
  y	
  mediante	
  esos	
  residuos	
  fosfori-­‐
lados	
  reclutan	
  a	
  otras	
  proteínas.	
  En	
  conjunto,	
  el	
  receptor	
  activado	
  funciona	
  como	
  una	
  pla-­‐
taforma	
  de	
  reclutamiento	
  de	
  diversas	
  proteínas	
  señalizadoras	
  que	
  amplifican	
  la	
  señal	
  y
activan	
  las	
  rutas	
  efectoras	
  necesarias	
  para	
  una	
  respuesta	
  biológica	
  apropiada	
  (McKay	
  and
Morrison,	
  2007;	
  Schlessinger,	
  2000)	
  (Figura  5).

La	
  participación	
  de	
  Sos	
  en	
  estas	
  rutas	
  consiste	
  en	
  su	
  capacidad	
  para	
  integrar	
  las	
  señales
procedentes	
  de	
  los	
  RTKs	
  y	
  asegurar	
  una	
  correcta	
  activación	
  de	
  Ras.	
  Como	
  explicamos	
  pre-­‐
viamente	
  (sección  2.4.2),	
  el	
  complejo	
  Sos-­‐Grb2	
  es	
  reclutado	
  a	
  la	
  membrana	
  a	
  través	
  de	
  la
unión	
  de	
  Grb2	
  a	
  las	
  fosfotirosinas	
  del	
  receptor	
  activado	
  (Buday	
  and	
  Downward,	
  1993;	
  Egan
et	
  al.,	
  1993;	
  Rozakis-­‐Adcock	
  et	
  al.,	
  1993).	
  No	
  todos	
  los	
  RTKs	
  poseen	
  secuencias	
  consenso
para	
  la	
  unión	
  de	
  Grb2,	
  en	
  cuyo	
  caso	
  otras	
  proteínas	
  como	
  Shc,	
  Gab1	
  o	
  Shp2	
  median	
  el	
  re-­‐
clutamiento	
  del	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  al	
  receptor	
  activado	
  (Holgado-­‐Madruga	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Li
et	
  al.,	
  1994;	
  Rozakis-­‐Adcock	
  et	
  al.,	
  1992).	
  Una	
  vez	
  en	
  la	
  membrana,	
  Sos	
  se	
  encuentra	
  en	
  la
conformación	
  activa	
  gracias	
  a	
  la	
  función	
  coordinada	
  de	
  varios	
  de	
  sus	
  dominios.	
  Allí,	
  cataliza
el	
  intercambio	
  de	
  nucleótidos	
  sobre	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  presentes	
  en	
  las	
  proximidades	
  (Figura
3).

Como	
  hemos	
  mencionado,	
  Sos	
  también	
  puede	
  participar	
  en	
  la	
  señalización	
  inducida	
  por
otro	
  tipo	
  de	
  receptores,	
  como	
  el	
  TCR,	
  BCR	
  o	
  receptores	
  de	
  citoquinas.	
  Estos	
  receptores	
  ca-­‐
recen	
  de	
  actividad	
  tirosina	
  quinasa,	
  pero	
  tras	
  su	
  unión	
  al	
  ligando,	
  inducen	
  la	
  actividad	
  de
PTKs	
  tales	
  como	
  las	
  quinasas	
  JAK (Janus	
  kinase)	
  o	
  la	
  familia	
  de	
  quinasas	
  Src	
  (Fyn,	
  Lck,	
  etc);
Estas	
  PTKs	
  fosforilan	
  residuos	
  de	
  tirosina	
  de	
  la	
  cola	
  citoplasmática	
  del	
  receptor,	
  promo-­‐
viendo	
  la	
  unión	
  de	
  diversas	
  proteínas	
  señalizadoras,	
  entre	
  ellas,	
  el	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  y
Shc,	
  que	
  conducen	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  (Widmann	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Winston	
  and	
  Hunter,
1996).	
  Además,	
  se	
  ha	
  descrito	
  que	
  durante	
  la	
  maduración	
  de	
  células	
  T,	
  la	
  correcta	
  activación
de	
  Ras	
  tras	
  la	
  estimulación	
  del	
  TCR	
  depende	
  de	
  la	
  acción	
  coordinada	
  de	
  RasGRP	
  y	
  Sos
(Roose	
  et	
  al.,	
  2007),	
  donde	
  el	
  primero	
  (menos	
  potente)	
  proporcionaría	
  las	
  moléculas	
  ini-­‐
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ciales	
  de	
  RasGTP	
  que	
  posteriormente	
  estimularían	
  alostéricamente	
  a	
  Sos,	
  incrementando
considerablemente	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  aún	
  con	
  estímulos	
  débiles.	
  Recientemente,	
  estu-­‐
dios	
  con	
  ratones	
  mutantes	
  para	
  Sos1	
  en	
  linfocitos	
  T,	
  han	
  demostrado	
  que	
  éste	
  ejerce	
  un
papel	
  importante	
  en	
  determinadas	
  etapas	
  de	
  la	
  maduración	
  de	
  estos	
  linfocitos,	
  concreta-­‐
mente	
  en	
  la	
  β-­‐selección	
  del	
  pre-­‐TCR	
  (Kortum	
  et	
  al.,	
  2011).

Por	
  otro	
  lado,	
  la	
  estimulación	
  de	
  GPCRs	
  puede	
  activar	
  la	
  ruta	
  Ras/MAPK	
  a	
  través	
  de	
  la	
  es-­‐
timulación	
  de	
  distintas	
  PTKs,	
  tales	
  como	
  Pyk2 (activada	
  por	
  un	
  aumento	
  del	
  Ca+2 intrace-­‐
lular)	
  (Avraham	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Dikic	
  et	
  al.,	
  1996),	
  miembros	
  de	
  la	
  familia	
  de	
  quinasas	
  Src	
  (Wan
et	
  al.,	
  1996),	
  o	
  PI3K	
  (en	
  fibroblastos)	
  (Lopez-­‐Ilasaca	
  et	
  al.,	
  1997).	
  En	
  todos	
  los	
  casos	
  estas
quinasas	
  fosforilan	
  residuos	
  de	
  tirosina	
  en	
  la	
  cola	
  intracelular	
  del	
  receptor,	
  lo	
  que	
  de	
  nuevo
conduce	
  al	
  reclutamiento	
  del	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  y	
  la	
  consiguiente	
  activación	
  de	
  la	
  ruta
Ras/MAPKs.

Por	
  último,	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Shc	
  por	
  la	
  quinasa	
  Fyn	
  (de	
  la	
  familia	
  Src)	
  tras	
  la	
  activación	
  de
determinadas	
  integrinas	
  provoca	
  la	
  translocación	
  del	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  y	
  la	
  activación	
  de
la	
  ruta	
  Ras/ERK;	
  asimismo,	
  la	
  activación	
  de	
  integrinas	
  induce	
  la	
  fosforilación	
  de	
  FAK (Focal
adhesión	
  kinase),	
  la	
  cual	
  puede	
  formar	
  un	
  complejo	
  con	
  Grb2-­‐Sos	
  y	
  activar	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK
(Barberis	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Vuori	
  et	
  al.,	
  1996).	
  En	
  células	
  endoteliales,	
  la	
  estimulación	
  de	
  inte-­‐
grinas	
  específicas	
  induce	
  el	
  reclutamiento	
  de	
  Sos	
  por	
  PI3K	
  y	
  la	
  posterior	
  activación	
  de	
  Rac,
la	
  cual	
  contribuye	
  a	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  mediante	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  Ccnd1 (Cyclin	
  D1)
(Mettouchi	
  et	
  al.,	
  2001).

3.2    Señalización  efectora

La	
  actividad	
  GEF	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  sobre	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  y	
  Rac	
  induce	
  la	
  activación	
  de
un	
  gran	
  número	
  de	
  moléculas	
  efectoras	
  en	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  en	
  las	
  que	
  éstas	
  par-­‐
ticipan.	
  Las	
  proteínas	
  Ras	
  en	
  su	
  forma	
  activa	
  pueden	
  interaccionar	
  con	
  un	
  gran	
  número	
  de
efectores,	
  entre	
  los	
  que	
  encontramos	
  quinasas	
  (Raf,	
  PI3K,	
  MEKK1),	
  GEFs	
  de	
  otras	
  GTPasas
(RalGDS,	
  Tiam,	
  RIN,	
  PLCε),	
  GAPs	
  (NF1,	
  p120GAP),	
  etc,	
  de	
  forma	
  que	
  la	
  señal	
  puede	
  ampli-­‐
ficarse	
  y	
  diversificarse	
  activando	
  numerosas	
  rutas	
  de	
  señalización	
  (Karnoub	
  and	
  Weinberg,
2008;	
  Repasky	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Shields	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Vojtek	
  and	
  Der,	
  1998)	
  (Figura  6).	
  La	
  activa-­‐
ción	
  de	
  una	
  u	
  otra	
  vía	
  dependerá	
  principalmente	
  del	
  estímulo	
  recibido	
  y	
  del	
  tipo	
  celular.
Las	
  rutas	
  efectoras	
  de	
  Ras	
  más	
  estudiadas	
  son	
  Ras/MAPKs,	
  PI3K/Akt,	
  y	
  Ras/RalGDS.	
  La	
  se-­‐
ñalización	
  a	
  través	
  de	
  Ras/MAPKs	
  y	
  PI3K/Akt	
  participa	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  funciones	
  celu-­‐
lares	
  diversas	
  y	
  a	
  veces	
  opuestas,	
  tales	
  como:	
  proliferación,	
  supervivencia,	
  muerte	
  celular,
diferenciación,	
  motilidad,	
  metabolismo	
  y	
  senescencia	
  (Meloche	
  and	
  Pouyssegur,	
  2007;	
  Vi-­‐
vanco	
  and	
  Sawyers,	
  2002;	
  Rojas	
  nad	
  Santos,	
  2002;	
  Vojtek	
  and	
  Der,	
  1998).	
  Puesto	
  que	
  ambas
rutas	
  son	
  efectoras	
  de	
  Ras	
  y	
  responden	
  a	
  la	
  estimulación	
  de	
  RTKs,	
  a	
  continuación	
  explica-­‐
remos	
  más	
  detalladamente	
  la	
  señalización	
  a	
  través	
  de	
  las	
  mismas.
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3.2.1    Rutas  de  señalización  mediadas  por  Ras/MAPKs

En	
  mamíferos,	
  la	
  familia	
  de	
  proteínas	
  quinasas	
  activadas	
  por	
  mitógenos	
  o	
  MAPKs	
  está	
  cons-­‐
tituida	
  principalmente	
  por	
  4	
  grupos:	
  ERK1/2,	
  JNK1/2/3,	
  p38	
  (p38	
  α/β/γ/δ)	
  y	
  ERK5,	
  además
de	
  las	
  MAPKs	
  denominadas	
  atípicas,	
  que	
  incluyen	
  ERK3/4,	
  ERK7,	
  y	
  NLK	
  (Nemo	
  like	
  kinase)
(Cargnello	
  and	
  Roux,	
  2011).	
  Estas	
  quinasas	
  ejercen	
  una	
  función	
  clave	
  en	
  la	
  transducción
de	
  señales,	
  modulando	
  la	
  expresión	
  génica	
  y	
  la	
  actividad	
  de	
  diversas	
  proteínas	
  en	
  respuesta
a	
  estímulos	
  extracelulares.	
  De	
  esta	
  manera,	
  controlan	
  procesos	
  biológicos	
  tales	
  como	
  la
embriogénesis,	
  proliferación,	
  diferenciación,	
  migración	
  y	
  apoptosis,	
  entre	
  otros	
  (Pearson
et	
  al.,	
  2001;	
  Turjanski	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Generalmente,	
  las	
  MAPKs	
  ERK1/2	
  son	
  activadas	
  tras	
  la
estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  suero,	
  ligandos	
  para	
  GPCRs,	
  e	
  integrinas,	
  mien-­‐
tras	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  JNK	
  y	
  p38	
  está	
  asociada	
  tradicionalmente	
  a	
  citoquinas	
  y	
  diversos
estímulos	
  de	
  estrés;	
  de	
  hecho,	
  ambos	
  grupos	
  son	
  también	
  denominados	
  SAPKs (Stress-­‐ac-­‐
tivating	
  protein	
  kinase)	
  (Figura  7).	
  Sin	
  embargo,	
  estas	
  quinasas	
  SAPKs	
  también	
  pueden	
  ser
activadas	
  por	
  hormonas	
  y	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  (Coso	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Miller	
  et	
  al.,	
  1996;
Minden	
  et	
  al.,	
  1995),	
  y	
  diversos	
  tipos	
  de	
  estrés	
  y	
  citoquinas	
  inducen	
  la	
  activación	
  de	
  ERK1/2
(Johnson	
  and	
  Lapadat,	
  2002;	
  Pearson	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Raman	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Igualmente,	
  ERK5
puede	
  ser	
  activada	
  en	
  respuesta	
  a	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  y	
  a	
  varios	
  tipos	
  de	
  estrés	
  (Carg-­‐
nello	
  and	
  Roux,	
  2011;	
  Turjanski	
  et	
  al.,	
  2007).	
  En	
  todos	
  los	
  casos,	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización

Figura  6.  Vías  efectoras  de  las  proteínas  Ras. Una	
  vez	
  activadas,	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  interaccionan	
  con	
  nu-­‐
merosas	
  proteínas	
  efectoras,	
  promoviendo	
  la	
  estimulación	
  de	
  diversas	
  rutas	
  de	
  señalización.	
  A	
  través	
  de	
  estas
rutas	
  Ras	
  controla	
  procesos	
  fundamentales	
  como	
  la	
  proliferación,	
  la	
  diferenciación,	
  motilidad	
  y	
  supervivencia,
entre	
  otros.	
  Adaptada	
  de	
  Vojtek	
  and	
  Der,	
  1998.	
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de	
  MAPKs,	
  conservadas	
  en	
  todos	
  los	
  organismos	
  eucariotas	
  desde	
  levaduras	
  a	
  humanos,
están	
  formadas	
  por	
  módulos	
  de	
  3	
  componentes	
  que	
  se	
  activan	
  en	
  cascada	
  mediante	
  fos-­‐
forilación:	
  las	
  quinasas	
  MAPKKK	
  (MAPK	
  Kinase	
  Kinase),	
  MAPKK	
  (MAPK	
  Kinase),	
  y	
  por	
  último
las	
  MAPKs	
  (Chang	
  and	
  Karin,	
  2001;	
  Roberts	
  and	
  Der,	
  2007)	
  (Figura7).

(i)  Ruta  de  señalización  Ras/ERK

La	
  ruta	
  Ras/ERK	
  es	
  esencial	
  para	
  la	
  transmisión	
  de	
  señales	
  mitogénicas	
  procedentes	
  de
RTKs.	
  El	
  primer	
  componente	
  (MAPKKK)	
  es	
  la	
  serina/treonina	
  quinasa	
  Raf	
  (Raf-­‐1,	
  A-­‐Raf	
  y	
  B-­‐
Raf).	
  La	
  unión	
  de	
  Raf	
  al	
  dominio	
  efector	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  implica	
  su	
  translocación	
  a	
  la	
  mem-­‐
brana,	
  requisito	
  esencial	
  para	
  su	
  posterior	
  activación	
  (Marais	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Stokoe	
  et	
  al.,
1994).	
  El	
  mecanismo	
  de	
  activación	
  de	
  Raf	
  está	
  sujeto	
  a	
  una	
  regulación	
  compleja,	
  donde	
  la
liberación	
  de	
  la	
  conformación	
  inactiva	
  es	
  crucial;	
  dependiendo	
  del	
  contexto	
  celular,	
  inter-­‐
vienen	
  interacciones	
  con	
  diversas	
  proteínas	
  y	
  eventos	
  de	
  fosforilación	
  y	
  defosforilación	
  de
residuos	
  específicos	
  en	
  los	
  que	
  pueden	
  participar	
  las	
  quinasas	
  Src,	
  PKC o	
  PAK,	
  y	
  fosfatasas

Figura  7.  Cascadas  de  MAPKs  en  mamíferos. Existen	
  3	
  grupos	
  principales	
  de	
  MAPKs	
  en	
  mamíferos
(ERK1/2,	
  p38	
  α/β/δ/γ,	
  y	
  JNK1/2/3).	
  Las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  de	
  las	
  MAPKs	
  están	
  formadas	
  por	
  3	
  elementos
que	
  se	
  activan	
  en	
  cascada	
  mediante	
  fosforilación.	
  La	
  cascada	
  de	
  ERK1/2	
  es	
  activada	
  principalmente	
  por	
  factores
de	
  crecimiento,	
  mientras	
  que	
  las	
  que	
  culminan	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  JNK	
  y	
  p38	
  son	
  estimuladas	
  por	
  señales	
  de
estrés	
  fundamentalmente.	
  Muchos	
  de	
  los	
  sustratos	
  de	
  las	
  MAPKs	
  son	
  factores	
  de	
  transcripción	
  a	
  través	
  de	
  los
cuales	
  regulan	
  la	
  expresión	
  génica.	
  	
  Adaptada	
  de	
  Roberts	
  et	
  al,	
  2007.
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como	
  PP2A (Dhillon	
  and	
  Kolch,	
  2002;	
  Kolch	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Marais	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Raf	
  activado,
fosforila	
  y	
  activa	
  al	
  segundo	
  componente	
  de	
  la	
  cascada	
  (MAPKK),	
  las	
  quinasas	
  MEK1/2,	
  ca-­‐
paces	
  de	
  fosforilar	
  en	
  treonina	
  y	
  tirosina	
  al	
  último	
  componente	
  del	
  módulo	
  (MAPK),	
  las	
  se-­‐
rina/treonina	
  quinasas	
  ERK1/2	
  (Boulton	
  et	
  al.,	
  1991;	
  Kyriakis	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Seger	
  et	
  al.,	
  1992)
(Figura  8).

La	
  señalización	
  mediada	
  por	
  ERK	
  regula	
  numerosos	
  procesos	
  celulares,	
  tales	
  como	
  la	
  ex-­‐
presión	
  génica,	
  proliferación,	
  supervivencia,	
  muerte	
  celular,	
  motilidad,	
  metabolismo	
  y	
  di-­‐
ferenciación	
  (Raman	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Para	
  ello,	
  fosforila	
  numerosos	
  sustratos	
  citosólicos	
  y
nucleares	
  que	
  incluyen	
  desde	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  quinasas	
  y	
  fosfatasas,	
  hasta	
  pro-­‐
teínas	
  citoesqueléticas	
  y	
  reguladores	
  de	
  la	
  apoptosis	
  (Brondello	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Yoon	
  and
Seger,	
  2006).	
  En	
  condiciones	
  basales	
  ERK	
  se	
  encuentra	
  inactivo	
  en	
  el	
  citoplasma,	
  y	
  tras	
  su
activación,	
  transloca	
  al	
  núcleo	
  donde	
  regula	
  la	
  expresión	
  y	
  la	
  actividad	
  de	
  múltiples	
  sus-­‐
tratos,	
  gran	
  parte	
  de	
  ellos	
  relacionados	
  con	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  celular	
  (Chambard	
  et
al.,	
  2007;	
  Yoon	
  and	
  Seger,	
  2006).	
  En	
  fibroblastos,	
  se	
  ha	
  descrito	
  una	
  activación	
  bifásica	
  de
ERK	
  mostrando	
  un	
  primer	
  pico	
  intenso	
  a	
  los	
  5-­‐10	
  minutos	
  de	
  la	
  recepción	
  del	
  estímulo	
  y
un	
  segundo	
  pico	
  menos	
  intenso	
  pero	
  sostenido,	
  varias	
  horas	
  después	
  (Kahan	
  et	
  al.,	
  1992;
Meloche	
  and	
  Pouyssegur,	
  2007).

Expresión	
  génica	
  y	
  crecimiento	
  celular:

En	
  el	
  núcleo,	
  ERK	
  regula	
  la	
  expresión	
  génica	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  de	
  diversos	
  factores
de	
  transcripción,	
  tales	
  como	
  Elk-­‐1	
  (Gille	
  et	
  al.,	
  1995),	
  ATF-­‐2	
  (Ouwens	
  et	
  al.,	
  2002),	
  Sp1	
  (Mer-­‐
chant	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Milanini-­‐Mongiat	
  et	
  al.,	
  2002)	
  o	
  c-­‐Myc	
  (Murphy	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Seth	
  et	
  al.,
1992),	
  además	
  de	
  otros	
  sustratos	
  nucleares	
  como	
  las	
  quinasas	
  MSK1/2 (Mitogen	
  and
stress-­‐activated	
  protein	
  kinases)	
  (Figura  8).	
  Estas	
  quinasas,	
  por	
  un	
  lado	
  intervienen	
  en	
  la
remodelación	
  de	
  la	
  cromatina	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  de	
  la	
  histona	
  H3,	
  y	
  por	
  otro,	
  fosfo-­‐
rilan	
  y	
  activan	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  diversificando	
  la	
  señalización	
  de	
  ERK	
  en	
  el	
  núcleo
(Deak	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Soloaga	
  et	
  al.,	
  2003).	
  ERK	
  contribuye	
  igualmente	
  a	
  la	
  proliferación	
  y	
  el
crecimiento	
  celular	
  estimulando	
  la	
  síntesis	
  de	
  pirimidinas	
  de	
  novo	
  mediante	
  la	
  fosforilación
de	
  la	
  enzima	
  CPSII	
  (Carbamoyl	
  phosphate	
  synthetase)	
  (Graves	
  et	
  al.,	
  2000),	
  y	
  favoreciendo
la	
  síntesis	
  de	
  ribosomas	
  mediante	
  el	
  aumento	
  de	
  transcripción	
  de	
  RNA	
  ribosómico,	
  a	
  través
de	
  la	
  activación	
  del	
  factor	
  UBF	
  (RNA	
  Pol	
  I	
  upstream-­‐binding	
  factor)	
  (Stefanovsky	
  et	
  al.,
2001)	
  (Figura  8).

Por	
  otra	
  parte,	
  ERK1/2	
  fosforila	
  numerosos	
  sustratos	
  en	
  el	
  citoplasma,	
  incluyendo	
  proteínas
citoesqueléticas	
  (Martinez-­‐Quiles	
  et	
  al.,	
  2004),	
  enzimas	
  como	
  la	
  cPLA2	
  (Phospholipase	
  A2)
(Lin	
  et	
  al.,	
  1993),	
  y	
  varias	
  proteínas	
  que	
  regulan	
  el	
  crecimiento	
  y	
  proliferación	
  celular.	
  En
este	
  último	
  grupo	
  encontramos	
  las	
  quinasas	
  MNK1/2	
  (MAPK-­‐interacting	
  kinase	
  1/2),	
  cuya
interacción	
  con	
  eIF4E	
  (factor	
  de	
  iniciación	
  de	
  la	
  traducción	
  4E)	
  regula	
  positivamente	
  la	
  sín-­‐
tesis	
  proteica	
  (Waskiewicz	
  et	
  al.,	
  1997),	
  las	
  serina/treonina	
  quinasas	
  RSK (Ribosomal	
  protein
S6	
  kinases),	
  como	
  p90RSK1,	
  que	
  estimulan	
  la	
  traducción	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  de	
  la
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proteína	
  ribosomal	
  S6	
  (Roux	
  et	
  al.,	
  2007),	
  y	
  que	
  también	
  translocan	
  al	
  núcleo	
  donde	
  regu-­‐
lan	
  la	
  transcripción	
  de	
  genes	
  implicados	
  en	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Rivera
et	
  al.,	
  1993).	
  Finalmente,	
  ERK	
  promueve	
  la	
  estimulación	
  de	
  mTOR (mammalian	
  target	
  of
rapamycin),	
  un	
  regulador	
  central	
  del	
  crecimiento	
  celular,	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  de	
  raptor

19

Figura  8.  Ruta  de  señalización  Ras/MAPKs. La	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  produce	
  el	
  reclu-­‐
tamiento	
  del	
  complejo	
  Grb2-­‐Sos	
  a	
  la	
  membrana.	
  Allí,	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  activan	
  a	
  Ras,	
  y	
  éste	
  a	
  su	
  ruta	
  efectora
Raf/MEK/ERK.	
  Una	
  vez	
  activo,	
  ERK1/2	
  fosforila	
  numerosas	
  proteínas	
  tanto	
  en	
  el	
  citoplasma	
  como	
  en	
  el	
  núcleo,
regulando	
  procesos	
  celulares	
  como	
  el	
  crecimiento,	
  la	
  síntesis	
  de	
  proteínas,	
  la	
  supervivencia,	
  y	
  la	
  expresión	
  gé-­‐
nica.
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(el	
  cual	
  forma	
  un	
  complejo	
  con	
  mTOR	
  induciendo	
  su	
  activación)	
  (Carriere	
  et	
  al.,	
  2011),	
  y	
  la
fosforilación	
  e	
  inhibición	
  de	
  TSC2	
  (Tuberous	
  sclerosis	
  complex	
  2),	
  un	
  regulador	
  negativo
de	
  mTOR	
  (Ma	
  et	
  al.,	
  2005).	
  p90RSK1,	
  también	
  participa	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
  TSC2	
  por	
  fosfo-­‐
rilación	
  directa	
  (Roux	
  et	
  al.,	
  2004)	
  (Figura  8).	
  Ambos	
  eventos	
  conducen	
  a	
  la	
  activación	
  de
mTOR	
  y	
  por	
  tanto	
  la	
  regulación	
  positiva	
  de	
  la	
  síntesis	
  proteica	
  y	
  el	
  crecimiento	
  celular.

Supervivencia:

La	
  supervivencia	
  inducida	
  por	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  es	
  otra	
  de	
  las	
  funciones	
  mediadas
por	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK.	
  Las	
  quinasas	
  ERKs	
  y	
  RSKs	
  promueven	
  la	
  supervivencia	
  celular	
  mediante
la	
  inactivación	
  de	
  proteínas	
  pro-­‐apoptóticas	
  como	
  Bad	
  (BCL2-­‐associated	
  agonist	
  of	
  cell
death),	
  Bim	
  (BCL2-­‐like	
  11	
  (apoptosis	
  facilitator))	
  o	
  DAPK	
  (Death-­‐associated	
  protein	
  kinase),
y	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inducción	
  transcripcional	
  de	
  genes	
  implicados	
  en	
  supervivencia	
  como	
  Bcl-­‐
2	
  y	
  Bcl-­‐XL	
  (Anjum	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Bonni	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Ley	
  et	
  al.,	
  2003)	
  (Figura  8).	
  Sin	
  embargo,
en	
  determinadas	
  condiciones	
  y	
  dependiendo	
  del	
  estímulo	
  y	
  del	
  tipo	
  celular,	
  la	
  activación
de	
  Ras/ERK	
  puede	
  favorecer	
  procesos	
  antiproliferativos	
  y	
  de	
  muerte,	
  tales	
  como	
  apoptosis,
autofagia	
  o	
  senescencia	
  (Cagnol	
  and	
  Chambard,	
  2010;	
  Lee	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Zugasti	
  et	
  al.,	
  2001).
Por	
  ejemplo,	
  la	
  apoptosis	
  inducida	
  por	
  estrés	
  oxidativo	
  en	
  fibroblastos	
  murinos	
  requiere
la	
  actividad	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Asimismo,	
  se	
  ha	
  discutido	
  que	
  ERK	
  puede
inducir	
  la	
  expresión	
  de	
  proteínas	
  pro-­‐apoptóticas	
  y	
  estimular	
  la	
  apoptosis	
  por	
  la	
  vía	
  extrín-­‐
seca	
  e	
  intrínseca,	
  pero	
  que	
  en	
  condiciones	
  normales	
  la	
  concentración	
  de	
  estas	
  proteínas
no	
  llega	
  a	
  superar	
  el	
  umbral	
  que	
  desencadena	
  la	
  muerte	
  celular	
  (Cagnol	
  and	
  Chambard,
2010).	
  Frecuentemente,	
  los	
  procesos	
  de	
  muerte	
  mediados	
  por	
  ERK	
  requieren	
  una	
  activa-­‐
ción	
  sostenida	
  en	
  compartimentos	
  celulares	
  específicos,	
  que	
  en	
  algunos	
  casos	
  depende
de	
  la	
  presencia	
  de	
  especies	
  reactivas	
  de	
  oxígeno	
  (ROS),	
  pues	
  éstas	
  modulan	
  la	
  duración	
  de
la	
  señal	
  de	
  ERK	
  inactivando	
  sus	
  fosfatasas	
  (Cagnol	
  and	
  Chambard,	
  2010).

Regulación	
  de	
  la	
  señal	
  en	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK:

En	
  conjunto,	
  la	
  determinación	
  de	
  una	
  respuesta	
  celular	
  específica	
  a	
  los	
  estímulos	
  recibidos
depende	
  de	
  varios	
  factores:	
  la	
  intensidad	
  y	
  duración	
  de	
  la	
  señal,	
  la	
  interacción	
  de	
  las	
  qui-­‐
nasas	
  con	
  proteínas	
  de	
  andamiaje	
  o	
  scaffold,	
  la	
  localización	
  subcelular	
  de	
  ERK1/2,	
  y	
  la	
  dis-­‐
ponibilidad	
  de	
  sustratos	
  (Murphy	
  and	
  Blenis,	
  2006;	
  Raman	
  et	
  al.,	
  2007).	
  La	
  inducción	
  de
diferenciación	
  o	
  proliferación	
  en	
  células	
  PC12	
  estimuladas	
  con	
  NGF	
  (Nerve	
  growth	
  factor)
o	
  EGF,	
  respectivamente,	
  constituye	
  un	
  ejemplo	
  clásico	
  del	
  efecto	
  de	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  señal
en	
  la	
  especificación	
  de	
  la	
  respuesta.	
  NGF	
  produce	
  una	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  que	
  in-­‐
duce	
  la	
  diferenciación	
  a	
  neuronas,	
  mientras	
  que	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  produce	
  una	
  ac-­‐
tivación	
  transitoria	
  favoreciendo	
  la	
  proliferación	
  (Marshall,	
  1995).	
  La	
  intensidad	
  y	
  duración
de	
  la	
  señal	
  representa	
  el	
  balance	
  entre	
  las	
  señales	
  activadoras	
  y	
  los	
  diferentes	
  mecanismos
de	
  inactivación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK.	
  En	
  este	
  sentido,	
  las	
  fosfatasas	
  duales	
  de	
  treonina	
  y	
  ti-­‐
rosina	
  DUSPs (Dual-­‐specifity	
  phosphatases)	
  o	
  MKPs (MAP	
  Kinase	
  phosphatases)	
  tienen	
  un
papel	
  principal	
  en	
  la	
  inactivación	
  de	
  ERK	
  (Figura  9).	
  Las	
  diferencias	
  en	
  la	
  localización	
  y	
  la
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inducción	
  de	
  las	
  mismas	
  contribuyen	
  a	
  la	
  regulación	
  espacial	
  y	
  temporal	
  de	
  la	
  señal	
  trans-­‐
mitida	
  por	
  ERK	
  (Keyse,	
  1998;	
  Pearson	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Sun	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Además,	
  otras	
  fosfa-­‐
tasas,	
   como	
   la	
   fosfatasa	
   de	
   serina/treonina	
   PP2A,	
   proteínas	
   de	
   la	
   familia	
   Sprouty
(reguladores	
  negativos	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/MAPKs),	
  y	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  proteínas	
  Ras-­‐GAPs,
son	
  otros	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  negativa	
  y	
  modulación	
  de	
  la	
  señal	
  (Alessi	
  et	
  al.,	
  1995;
Bernards	
  and	
  Settleman,	
  2004;	
  Hanafusa	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Igualmente,	
  la	
  inhibición	
  de	
  com-­‐
ponentes	
  de	
  la	
  ruta	
  como	
  Sos,	
  Raf	
  y	
  MEK,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  fosforilación	
  mediada	
  por	
  ERK1/2,
constituye	
  un	
  proceso	
  de	
  retroalimentación	
  negativa	
  (Dougherty	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Eblen	
  et	
  al.,
2004;	
  Rozakis-­‐Adcock	
  et	
  al.,	
  1995)	
  (Figura  9).

Por	
  último,	
  otro	
  nivel	
  de	
  regulación	
  lo	
  componen	
  las	
  proteínas	
  scaffolds,	
  por	
  ejemplo	
  KSR-­‐
1	
  (Kinase	
  suppresor	
  of	
  Ras)	
  o	
  MP-­‐1	
  (MEK-­‐partner	
  1).	
  Este	
  tipo	
  de	
  proteínas	
  interaccionan
con	
  miembros	
  específicos	
  de	
  la	
  cascada	
  agrupándolos	
  espacialmente.	
  Estos	
  complejos,
además	
  de	
  optimizar	
  la	
  transmisión	
  de	
  la	
  señal,	
  la	
  delimitan	
  a	
  compartimentos	
  subcelulares
específicos,	
  proporcionando	
  un	
  punto	
  de	
  comunicación	
  con	
  otras	
  rutas	
  de	
  señalización
(Calvo	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Pearson	
  et	
  al.,	
  2001)	
  (Figura  9).

Figura  9.  Regulación  de  la  señal  en  la  ruta  Ras/ERK. La	
  duración,	
  intensidad	
  y	
  localización	
  subcelular	
  de
la	
  señal	
  transmitida	
  por	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK	
  está	
  controlada	
  por	
  diversos	
  factores.	
  Entre	
  ellos,	
  la	
  actividad	
  de	
  las
proteínas	
  Sprouty,	
  la	
  estimulación	
  de	
  la	
  actividad	
  GTPasa	
  de	
  Ras	
  por	
  las	
  proteínas	
  RasGAP,	
  la	
  fosforilación	
  de
Sos,	
  Raf,	
  y	
  MEK	
  mediada	
  por	
  ERK1/2,	
  y	
  diversos	
  tipos	
  de	
  fosfatasas	
  (como	
  las	
  MKPs	
  	
  (MAPK phosphatase)	
  y
las	
  fosfatasas	
  de	
  la	
  familia	
  PP2A),	
  constituyen	
  los	
  principales	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  negativa	
  de	
  la	
  señali-­‐
zación	
  a	
  través	
  de	
  la	
  ruta	
  Sos/Ras/ERK.	
  Además,	
  las	
  proteínas	
  scaffold,	
  como	
  KSR-­‐1,	
  suponen	
  otro	
  nivel	
  de	
  re-­‐
gulación,	
  delimitando	
  la	
  señal	
  espacialmente	
  y	
  promoviendo	
  la	
  interacción	
  con	
  otras	
  proteínas	
  u	
  otras	
  rutas.
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(ii)  Papel  de  la  ruta  Ras/ERK  en  la  progresión  G1/S  del  ciclo  celular

En	
  primer	
  lugar,	
  consideraremos	
  brevemente	
  algunos	
  conceptos	
  básicos	
  de	
  la	
  regulación
de	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  para	
  facilitar	
  la	
  comprensión	
  de	
  esta	
  sección	
  y	
  parte	
  de	
  los
resultados.	
  Los	
  estímulos	
  mitogénicos	
  promueven	
  la	
  entrada	
  de	
  células	
  quiescentes	
  (G0)
en	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  así	
  como	
  la	
  progresión	
  a	
  través	
  de	
  la	
  misma	
  hasta	
  la	
  entrada
en	
  la	
  fase	
  de	
  síntesis	
  de	
  DNA o	
  fase	
  S.	
  La	
  activación	
  de	
  Ras	
  es	
  esencial	
  en	
  este	
  proceso	
  (Cai
et	
  al.,	
  1990;	
  Dobrowolski	
  et	
  al.,	
  1994).	
  Varios	
  estudios	
  han	
  demostrado	
  la	
  existencia	
  de	
  dos
picos	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  tras	
  la	
  estimulación	
  mitogénica	
  (Gille	
  and	
  Downward,	
  1999;
Satoh	
  et	
  al.,	
  1990b;	
  Taylor	
  and	
  Shalloway,	
  1996).	
  El	
  primero	
  se	
  produce	
  rápidamente	
  tras
la	
  estimulación,	
  y	
  se	
  transmite	
  principalmente	
  a	
  través	
  de	
  la	
  ruta	
  efectora	
  Ras/ERK,	
  mien-­‐
tras	
  que	
  el	
  segundo	
  pico	
  corresponde	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  mitad
de	
  la	
  fase	
  G1	
  (Gille	
  and	
  Downward,	
  1999;	
  Jones	
  and	
  Kazlauskas,	
  2001a;	
  Jones	
  et	
  al.,	
  1999)
(Figura  10).

La	
  transición	
  G1/S	
  del	
  ciclo	
  celular	
  está	
  estrictamente	
  regulada	
  por	
  la	
  acción	
  coordinada
de	
  las	
  quinasas	
  dependientes	
  de	
  ciclinas	
  (CDKs)	
  y	
  sus	
  subunidades	
  reguladoras,	
  las	
  ciclinas
(Malumbres	
  and	
  Barbacid,	
  2001).	
  La	
  activación	
  de	
  los	
  complejos	
  CDK-­‐Ciclina	
  durante	
  la
fase	
  G1	
  depende	
  de	
  la	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento.	
  Esta	
  estimulación	
  induce

Figura  10.  Rutas  efectoras  de  Ras  en  la  progresión  de  la  fase  G1  del  ciclo  celular. La	
  estimulación	
  mi-­‐
togénica	
  de	
  células	
  quiescentes	
  (G0)	
  induce	
  dos	
  picos	
  de	
  activación	
  de	
  Ras.	
  El	
  primer	
  pico	
  se	
  detecta	
  rápida-­‐
mente	
  tras	
  la	
  entrada	
  en	
  G1	
  y	
  está	
  asociado	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  cascada	
  Ras/Raf/MEK/ERK.	
  El	
  segundo	
  pico
tiene	
  lugar	
  en	
  mitad	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  y	
  se	
  corresponde	
  con	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt.	
  Ambas	
  vías	
  efectoras
contribuyen	
  a	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  regulando	
  positivamente	
  la	
  expresión	
  de	
  ciclinas	
  D	
  y	
  la	
  activación	
  de
los	
  complejos	
  CDK-­‐ciclina.	
  Además,	
  regulan	
  negativamente	
  la	
  expresión	
  de	
  p27Kip1 y	
  también	
  alteran	
  la	
  locali-­‐
zación	
  subcelular	
  de	
  p27Kip1 y	
  p21Cip1 inhibiendo	
  su	
  función.
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la	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  sus	
  rutas	
  efectoras	
  Ras/ERK	
  y	
  PI3K/Akt,	
  cuya	
  señalización	
  produce	
  la
acumulación	
  de	
  las	
  ciclinas	
  tipo	
  D	
  (CcnD)	
  y	
  la	
  disminución	
  de	
  los	
  inhibidores	
  de	
  CDKs	
  (CKIs),
reguladores	
  negativos	
  de	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  (Aktas	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Jones	
  and	
  Kazlauskas,
2001b;	
  Torii	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Las	
  CcnD	
  se	
  asocian	
  con	
  los	
  CDK4/6	
  formando	
  los	
  complejos	
  CDK-­‐
Ciclina	
  que	
  una	
  vez	
  activos,	
  fosforilan	
  a	
  las	
  proteínas	
  de	
  la	
  familia	
  Retinoblastoma	
  (RB)
(Adams,	
  2001).	
  Estas	
  proteínas	
  mantienen	
  secuestrados	
  a	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  E2F,
encargados	
  de	
  inducir	
  la	
  expresión	
  de	
  multitud	
  de	
  genes	
  necesarios	
  para	
  la	
  replicación	
  del
DNA	
  (Harbour	
  and	
  Dean,	
  2000).	
  La	
  fosforilación	
  de	
  RB	
  por	
  los	
  complejos	
  CDK4/6-­‐CcnD	
  in-­‐
duce	
  una	
  actividad	
  transcripcional	
  parcial	
  de	
  E2F	
  que	
  resulta	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  otra	
  ci-­‐
clina	
  reguladora	
  de	
  la	
  fase	
  G1,	
  la	
  ciclina	
  E	
  (CcnE).	
  La	
  formación	
  del	
  complejo	
  CDK2-­‐CcnE
contribuye	
  a	
  la	
  hiperfosforilación	
  e	
  inactivación	
  total	
  de	
  RB,	
  desencadenando	
  la	
  liberación
de	
  E2F	
  y	
  consecuentemente	
  la	
  entrada	
  en	
  fase	
  S	
  (Lundberg	
  and	
  Weinberg,	
  1998).	
  De	
  este
modo,	
  las	
  rutas	
  efectoras	
  de	
  Ras	
  regulan	
  la	
  transición	
  G1/S	
  acoplando	
  los	
  factores	
  mitogé-­‐
nicos	
  a	
  la	
  fosforilación	
  e	
  inactivación	
  de	
  RB	
  (Peeper	
  et	
  al.,	
  1997)	
  (Figura  10).

Al	
  mismo	
  tiempo,	
  la	
  transición	
  G1/S	
  está	
  controlada	
  por	
  los	
  CKIs,	
  que	
  funcionan	
  como	
  re-­‐
guladores	
  negativos	
  (Sherr	
  and	
  Roberts,	
  1999),	
  y	
  pueden	
  ser	
  agrupados	
  en	
  dos	
  familias
distintas	
  según	
  sus	
  características	
  funcionales	
  y	
  estructurales:

-­‐	
  La	
  familia	
  INK4,	
  formada	
  por	
  4	
  miembros	
  (p16INK4a,	
  p15INK4b,	
  p18INK4c y	
  p19INK4d)	
  que	
  inhiben
el	
  ciclo	
  bloqueando	
  la	
  asociación	
  de	
  CDK4/6	
  con	
  las	
  CcnD	
  mediante	
  su	
  unión	
  a	
  los	
  CDKs.

-­‐	
  La	
  familia	
  CIP/KIP,	
  formada	
  por	
  3	
  miembros	
  (p21CIP1,	
  p27KIP1,	
  y	
  p57KIP2),	
  tienen	
  un	
  espectro
de	
  acción	
  más	
  amplio	
  pues	
  inhiben	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  ciclinas	
  D,	
  E,	
  A	
  y	
  B	
  uniéndose	
  al	
  com-­‐
plejo	
  CDK-­‐ciclina	
  (Sherr	
  and	
  Roberts,	
  1999).

Las	
  proteínas	
  p21CIP1 y	
  p27KIP1 inhiben	
  la	
  actividad	
  de	
  los	
  complejos	
  CDK-­‐Ciclinas,	
  pero	
  ade-­‐
más,	
  son	
  esenciales	
  para	
  su	
  activación	
  y	
  estabilización	
  promoviendo	
  el	
  ensamblaje	
  de	
  los
mismos	
  (Cheng	
  et	
  al.,	
  1999;	
  LaBaer	
  et	
  al.,	
  1997).	
  La	
  estimulación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK	
  por
factores	
  de	
  crecimiento	
  induce	
  la	
  expresión	
  de	
  p21CIP1 (cuyos	
  niveles	
  son	
  mínimos	
  en	
  células
quiescentes)	
  (Liu	
  et	
  al.,	
  1996).	
  p21CIP1 funciona	
  como	
  un	
  sensor	
  de	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  señal,
pues	
  una	
  activación	
  excesiva	
  de	
  esta	
  ruta	
  conduce	
  a	
  una	
  parada	
  de	
  ciclo	
  en	
  G1	
  debido	
  al
aumento	
  de	
  expresión	
  de	
  p21CIP1 (Pumiglia	
  and	
  Decker,	
  1997;	
  Sewing	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Woods
et	
  al.,	
  1997).	
  p27KIP1 sin	
  embargo,	
  está	
  altamente	
  expresado	
  en	
  células	
  quiescentes,	
  pues
su	
  transcripción	
  es	
  estimulada	
  por	
  rutas	
  inhibidoras	
  de	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  (Kuiperij	
  et
al.,	
  2005;	
  Medema	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Tras	
  la	
  entrada	
  en	
  fase	
  G1	
  por	
  estimulación	
  mitogénica,
las	
  rutas	
  efectoras	
  de	
  Ras	
  reducen	
  los	
  niveles	
  de	
  p27KIP1 progresivamente,	
  mediante	
  su	
  de-­‐
gradación	
  proteica	
  o	
  la	
  inhibición	
  de	
  su	
  transcripción	
  (Aktas	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Kawada	
  et	
  al.,
1997;	
  Pruitt	
  and	
  Der,	
  2001;	
  Takuwa	
  and	
  Takuwa,	
  1997);	
  aunque	
  también	
  pueden	
  alterar
su	
  localización	
  subcelular	
  (Fujita	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Recientemente	
  se	
  ha	
  descrito	
  que	
  la	
  actividad
de	
  complejos	
  AP-­‐1 (Activator	
  protein	
  1)	
  tras	
  el	
  estímulo	
  mitogénico	
  reprime	
  la	
  transcripción
de	
  p27KIP1,	
  contribuyendo	
  a	
  su	
  disminución	
  (Khattar	
  and	
  Kumar,	
  2010).
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La	
  activación	
  de	
  las	
  MAPKs	
  ERK1/2	
  mediada	
  por	
  Ras	
  es	
  esencial	
  para	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo
(Pages	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Una	
  vez	
  activas,	
  la	
  translocación	
  de	
  las	
  mismas	
  al	
  núcleo	
  es	
  un	
  evento
crítico	
  para	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  y	
  la	
  replicación	
  del	
  DNA	
  inducida	
  por	
  fac-­‐
tores	
  de	
  crecimiento	
  (Brunet	
  et	
  al.,	
  1999a).	
  En	
  el	
  núcleo,	
  ERK	
  induce	
  la	
  actividad	
  de	
  factores
de	
  transcripción	
  pre-­‐existentes	
  promoviendo	
  la	
  expresión	
  de	
  un	
  conjunto	
  de	
  genes	
  deno-­‐
minados	
  IEGs (Immediate	
  early	
  genes),	
  cuyos	
  productos	
  génicos	
  incluyen	
  nuevos	
  factores
de	
  transcripción	
  que	
  posteriormente	
  regulan	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  y	
  la	
  supervivencia	
  (Fam-­‐
brough	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Murphy	
  and	
  Blenis,	
  2006).	
  Como	
  ejemplo	
  ilustrativo,	
  ERK1/2	
  activa	
  al
factor	
  de	
  transcripción	
  de	
  la	
  familia	
  TCF (Ternary	
  complex	
  factor)	
  Elk-­‐1,	
  el	
  cual	
  forma	
  un
complejo	
  con	
  el	
  factor	
  SRF (Serum	
  response	
  factor)	
  (Marais	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Este	
  complejo
activa	
  la	
  transcripción	
  de	
  IEGs,	
  tales	
  como	
  c-­‐Fos,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  unión	
  a	
  elementos	
  SRE
(Serum	
  response	
  elements)	
  presentes	
  en	
  sus	
  promotores	
  (Gille	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Posterior-­‐
mente,	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  produce	
  la	
  estabilización	
  de	
  c-­‐Fos	
  por	
  fosforilación
directa	
  (ya	
  que	
  los	
  productos	
  de	
  genes	
  IEGs	
  tienen	
  una	
  vida	
  media	
  muy	
  corta)	
  (Murphy	
  et
al.,	
  2004;	
  Murphy	
  et	
  al.,	
  2002),	
  el	
  cual	
  se	
  asocia	
  con	
  c-­‐Jun	
  constituyendo	
  el	
  complejo	
  AP-­‐
1.	
  Este	
  complejo	
  (de	
  proteínas	
  recién	
  sintetizadas)	
  induce	
  la	
  transcripción	
  de	
  importantes
reguladores	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  como	
  la	
  Ccnd1 (Albanese	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Balmanno	
  and	
  Cook,
1999)	
  o	
  c-­‐myc (Iavarone	
  et	
  al.,	
  2003)	
  (Figura  11);	
  si	
  bien,	
  ERK	
  también	
  regula	
  la	
  expresión
de	
  Ccnd1 a	
  través	
  de	
  otros	
  factores	
  de	
  transcripción	
  (Klein	
  and	
  Assoian,	
  2008),	
  entre	
  ellos
el	
  propio	
  c-­‐myc	
  (Daksis	
  et	
  al.,	
  1994).	
  Varios	
  trabajos	
  han	
  demostrado	
  que	
  la	
  activación	
  sos-­‐
tenida	
  de	
  ERK	
  es	
  esencial	
  para	
  la	
  acumulación	
  de	
  la	
  Ccnd1	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  (Lavoie
et	
  al.,	
  1996;	
  Weber	
  et	
  al.,	
  1997),	
  ya	
  que	
  esta	
  activación	
  continuada	
  produce	
  la	
  fosforilación
y	
  estabilización	
  de	
  muchos	
  de	
  los	
  sustratos	
  esenciales	
  para	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  (Murphy
et	
  al.,	
  2004).

Adicionalmente,	
  un	
  estudio	
  reciente	
  ha	
  demostrado	
  que	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  es
necesaria	
  además,	
  para	
  la	
  continua	
  inhibición	
  transcripcional	
  (dependiente	
  en	
  su	
  mayoría
de	
  la	
  actividad	
  del	
  complejo	
  AP-­‐1)	
  de	
  una	
  serie	
  de	
  genes	
  antiproliferativos	
  durante	
  la	
  fase
G1,	
  favoreciendo	
  así	
  la	
  entrada	
  en	
  fase	
  S	
  (Yamamoto	
  et	
  al.,	
  2006).	
  La	
  inhibición	
  de	
  la	
  ruta
Ras/ERK	
  durante	
  la	
  fase	
  G1,	
  incluso	
  justo	
  antes	
  de	
  la	
  entrada	
  en	
  fase	
  S,	
  produce	
  una	
  parada
del	
  ciclo	
  celular	
  debido	
  al	
  aumento	
  de	
  expresión	
  de	
  estos	
  genes	
  antiproliferativos	
  (JunD,
Tob1,	
  etc)	
  (Yamamoto	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Por	
  tanto,	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  es	
  necesaria
para	
  la	
  inducción	
  de	
  genes	
  proliferativos	
  (Ccnd1)	
  y	
  la	
  inhibición	
  de	
  genes	
  antiproliferati-­‐
vos.

3.2.2    Rutas  de  señalización  mediadas  por  PI3K

Anteriormente	
  comentamos	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  RTKs	
  por	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  induce
el	
  reclutamiento	
  de	
  multitud	
  de	
  proteínas	
  a	
  los	
  residuos	
  fosforilados	
  del	
  receptor,	
  entre
ellas,	
  las	
  proteínas	
  de	
  la	
  familia	
  PI3K	
  (Kazlauskas	
  and	
  Cooper,	
  1990;	
  Ruderman	
  et	
  al.,	
  1990).
Estas	
  proteínas	
  están	
  formadas	
  por	
  una	
  subunidad	
  catalítica	
  (p110)	
  y	
  una	
  subunidad	
  regu-­‐
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ladora	
  (p85),	
  y	
  se	
  unen	
  al	
  receptor	
  directamente,	
  o	
  a	
  través	
  de	
  proteínas	
  adaptadoras	
  me-­‐
diante	
  el	
  dominio	
  SH2	
  de	
  la	
  subunidad	
  p85.	
  Esta	
  interacción	
  produce	
  un	
  cambio	
  confor-­‐
macional	
  en	
  p85	
  que	
  se	
   transmite	
  a	
  p110,	
  aumentando	
  su	
  actividad	
  enzimática,	
  que
cataliza	
  la	
  formación	
  de	
  PIP2 y	
  PIP3 en	
  la	
  membrana.	
  Estos	
  fosfolípidos	
  actúan	
  como	
  se-­‐
gundos	
  mensajeros	
  constituyendo	
  un	
  punto	
  de	
  anclaje	
  para	
  multitud	
  de	
  moléculas	
  efec-­‐
toras	
  como	
  PDK1	
  (3-­‐phosphoinositide	
  dependent	
  protein	
  kinase	
  1)	
  y	
  Akt/PKB	
  (AKR	
  mouse
transforming	
  virus	
  protein)	
  (Franke	
  et	
  al.,	
  1995),	
  entre	
  otras	
  (Figura  12).	
  Ras-­‐GTP	
  puede
activar	
  a	
  PI3K	
  interaccionando	
  directamente	
  con	
  la	
  subunidad	
  catalítica	
  p110	
  (Kodaki	
  et
al.,	
  1994;	
  Rodriguez-­‐Viciana	
  et	
  al.,	
  1994).	
  Esta	
  interacción	
  estimula	
  la	
  actividad	
  de	
  PI3K,	
  y
además	
  actúa	
  sinérgicamente	
  con	
  la	
  activación	
  de	
  PI3K	
  por	
  los	
  receptores	
  activados	
  (Ro-­‐
driguez-­‐Viciana	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Adicionalmente,	
  existen	
  al	
  menos	
  dos	
  fosfatasas	
  cuya	
  activi-­‐
dad	
  regula	
  negativamente	
  la	
  señalización	
  a	
  través	
  de	
  PI3K	
  mediante	
  la	
  reducción	
  de	
  los
niveles	
  de	
  PIP3 en	
  la	
  membrana:	
  PTEN	
  (Phosphatase	
  and	
  Tensin	
  homologue	
  deleted	
  on
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Figura  11.  Regulación  de  la  expresión  génica  mediada  por  MAPKs. Las	
  MAPKs	
  ERK	
  y	
  JNK	
  translocan	
  al
núcleo	
  donde	
  fosforilan	
  factores	
  de	
  transcripción	
  preexistentes	
  como	
  Elk-­‐1	
  y	
  Atf-­‐2,	
  respectivamente.	
  Estos	
  fac-­‐
tores	
  de	
  transcripción	
  inducen	
  la	
  expresión	
  de	
  genes	
  de	
  respuesta	
  inmediata	
  o	
  IEGs	
  (Immediate	
  early	
  genes),
como	
  c-­‐Fos y	
  c-­‐Jun.	
  Estas	
  proteínas	
  recién	
  sintetizadas	
  funcionan	
  también	
  como	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  y
forman	
  el	
  complejo	
  AP-­‐1	
  cuya	
  actividad	
  transcripcional	
  induce	
  la	
  expresión	
  de	
  genes	
  reguladores	
  del	
  ciclo	
  ce-­‐
lular,	
  entre	
  ellos	
  la	
  ciclina  D1 (Ccnd1)	
  o	
  c-­‐myc.	
  La	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  produce	
  la	
  estabilización	
  de	
  los
productos	
  proteicos	
  de	
  los	
  genes	
  IEGs	
  mediante	
  fosforilación,	
  favoreciendo	
  la	
  actividad	
  de	
  los	
  mismos	
  a	
  lo
largo	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  Por	
  ejemplo,	
  c-­‐myc	
  una	
  vez	
  fosforilado	
  por	
  ERK,	
  se	
  estabiliza	
  e	
  induce	
  la
transcripción	
  de	
  la	
  Ccnd1	
  contribuyendo	
  a	
  su	
  acumulación	
  en	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo.
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chromosome	
  10)	
  y	
  SHIP	
  (SH2-­‐containing	
  inositol	
  5’-­‐phosphatase)	
  (Vivanco	
  and	
  Sawyers,
2002)	
  (Figura  12).

(i)  Ruta  de  señalización  PI3K/Akt

La	
  actividad	
  de	
  PI3K	
  desencadena	
  la	
  activación	
  de	
  diferentes	
  proteínas	
  señalizadoras.	
  La
serina/treonina	
  quinasa	
  PDK1	
  (constitutivamente	
  activa),	
  interacciona	
  con	
  la	
  membrana	
  a
través	
  de	
  la	
  unión	
  de	
  su	
  dominio	
  PH	
  a	
  los	
  PIP3 generados	
  por	
  la	
  actividad	
  de	
  PI3K	
  (Alessi	
  et
al.,	
  1997;	
  Anderson	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  Akt	
  también	
  transloca	
  a	
  la	
  membrana
mediante	
  la	
  interacción	
  de	
  su	
  dominio	
  PH	
  con	
  PIP2 y	
  PIP3 (Andjelkovic	
  et	
  al.,	
  1997).	
  La	
  se-­‐
rina/treonina	
  quinasa	
  Akt	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  principales	
  efectores	
  de	
  PI3K,	
  que	
  puede	
  ser	
  acti-­‐
vado	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  (Alessi	
  et	
  al.,	
  1996)	
  y	
  mediante	
  estrés
oxidativo	
  (Van	
  der	
  Kaay	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Una	
  vez	
  activo,	
  Akt	
  puede	
  fosforilar
un	
  gran	
  número	
  de	
  sustratos	
  para	
  regular	
  diversos	
  procesos	
  fundamentales	
  como	
  la	
  su-­‐
pervivencia,	
  proliferación,	
  crecimiento	
  celular,	
  angiogénesis,	
  metabolismo	
  y	
  migración
(Franke,	
  2008;	
  Manning	
  and	
  Cantley,	
  2007).	
  En	
  la	
  membrana,	
  Akt	
  se	
  activa	
  completamente
tras	
  la	
  fosforilación	
  de	
  dos	
  residuos	
  específicos,	
  la	
  treonina	
  308	
  (Thr308)	
  y	
  la	
  serina	
  473
(Ser473).	
  Aunque	
  la	
  fosforilación	
  en	
  Thr308	
  es	
  suficiente	
  para	
  activar	
  a	
  Akt,	
  la	
  activación
completa	
  requiere	
  la	
  fosforilación	
  en	
  Ser473	
  (Alessi	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Stokoe	
  et	
  al.,	
  1997).	
  PDK1
fosforila	
  Akt	
  en	
  Thr308	
  (Alessi	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Andjelkovic	
  et	
  al.,	
  1997)	
  lo	
  que	
  promueve	
  un
cambio	
  de	
  conformación	
  que	
  permite	
  la	
  fosforilación	
  de	
  la	
  Ser473	
  por	
  mTORC2	
  (mamma-­‐
lian	
  target	
  of	
  rapamycin	
  complex	
  2)	
  (Sarbassov	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Se	
  han	
  descrito	
  otras	
  quinasas
que	
  pueden	
  fosforilar	
  Akt	
  en	
  este	
  residuo	
  dependiendo	
  del	
  contexto,	
  por	
  ejemplo	
  DNA-­‐PK
(Bozulic	
  et	
  al.,	
  2008),	
  proteínas	
  asociadas	
  a	
  lipid-­‐rafts	
  (Hill	
  et	
  al.,	
  2002),	
  e	
  incluso	
  la	
  auto-­‐
fosforilación	
  del	
  propio	
  Akt	
  (Toker	
  and	
  Newton,	
  2000).	
  No	
  obstante,	
  se	
  considera	
  que	
  tras
la	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  en	
  Ser473	
  es	
  realizada
principalmente	
  por	
  mTORC2	
  (Figura  12).	
  La	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  ejerce	
  un	
  papel
fundamental	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  procesos	
  celulares	
  como	
  la	
  supervivencia,	
  proliferación,
crecimiento,	
  metabolismo	
  y	
  angiogénesis,	
  entre	
  otros	
  (Franke,	
  2008).

Supervivencia:

La	
  supervivencia	
  celular	
  está	
  controlada	
  fundamentalmente	
  por	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt,	
  aunque
también	
  participa	
  en	
  su	
  regulación	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK,	
  explicado	
  previamente.	
  Diversas	
  pro-­‐
teínas	
  pro-­‐apoptóticas	
  son	
  dianas	
  de	
  Akt	
  (Franke	
  et	
  al.,	
  1997),	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  ASK1
(Apoptosis	
  signal-­‐regulating	
  kinase	
  1),	
  JNK,	
  Bad,	
  Bax,	
  Casp9	
  (Caspase	
  9)	
  y	
  los	
  factores	
  de
transcripción	
  FoxO	
  (Forkhead	
  box protein	
  O),	
  que	
  regulan	
  la	
  expresión	
  de	
  genes	
  pro-­‐apop-­‐
tóticos	
  como	
  Bim (Brunet	
  et	
  al.,	
  1999b;	
  Cardone	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Datta	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Gardai	
  et
al.,	
  2004;	
  Kim	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Kops	
  and	
  Burgering,	
  1999)	
  (Figura  12).	
  Akt	
  fosforila	
  estas	
  prote-­‐
ínas	
  pro-­‐apoptóticas	
  promoviendo	
  su	
  secuestro	
  por	
  la	
  familia	
  de	
  proteínas	
  14-­‐3-­‐3,	
  y	
  por
tanto	
  bloqueando	
  su	
  actividad.



Introducción

En	
  determinadas	
  circunstancias	
  Akt	
  también	
  puede	
  inhibir	
  la	
  apoptosis	
  mediante	
  la	
  regu-­‐
lación	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  p53	
  y	
  NF-­‐kB.	
  NF-­‐kB	
  pertenece	
  a	
  una	
  familia	
  de	
  fac-­‐
tores	
  de	
  transcripción	
  cuya	
  función,	
  dependiendo	
  del	
  contexto	
  y	
  del	
  tipo	
  celular,	
  puede
estar	
  implicada	
  en	
  respuesta	
  inmune	
  e	
  inflamatoria,	
  regulación	
  de	
  la	
  apoptosis,	
  prolifera-­‐
ción	
  y	
  transformación	
  celular	
  (Barkett	
  and	
  Gilmore,	
  1999;	
  Pahl,	
  1999).	
  Normalmente,	
  NF-­‐
kB	
  induce	
  la	
  expresión	
  de	
  genes	
  implicados	
  en	
  supervivencia,	
  tales	
  como	
  Sod2 (Superoxide
dismutase	
  2)	
  o	
  Bcl-­‐xL (Bernard	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Pahl,	
  1999),	
  si	
  bien	
  en	
  otras	
  ocasiones	
  favorece
la	
  apoptosis	
  (Barkett	
  and	
  Gilmore,	
  1999).	
  Diversos	
  trabajos	
  han	
  demostrado	
  que	
  Akt	
  puede
activar	
  a	
  NF-­‐kB	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  y	
  activación	
  de	
  la	
  quinasa	
  IKK	
  (IkBα Kinase),	
  en-­‐
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Figura  12.  Ruta  de  señalización  PI3K/Akt. La	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  induce	
  la	
  activación
de	
  la	
  enzima	
  PI3K,	
  cuya	
  actividad	
  cataliza	
  la	
  formación	
  de	
  PIP2 y	
  PIP3 en	
  la	
  membrana.	
  Estos	
  fosfolípidos	
  sirven
como	
  punto	
  de	
  anclaje	
  para	
  diversas	
  proteínas,	
  como	
  las	
  quinasas	
  PDK1	
  y	
  Akt.	
  En	
  la	
  membrana,	
  Akt	
  es	
  activada
por	
  la	
  fosforilación	
  de	
  PDK1	
  y	
  mTORC2.	
  Una	
  vez	
  activa,	
  Akt	
  fosforila	
  multitud	
  de	
  sustratos,	
  regulando	
  princi-­‐
palmente	
  la	
  supervivencia	
  celular,	
  la	
  proliferación,	
  el	
  crecimiento	
  celular	
  y	
  la	
  síntesis	
  de	
  proteínas.	
  Las	
  fosfatasas
PTEN	
  y	
  SHIP	
  reducen	
  los	
  niveles	
  de	
  PIP2 y	
  PIP3 en	
  la	
  membrana	
  regulando	
  negativamente	
  la	
  actividad	
  de	
  PI3K.
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cargada	
  de	
  fosforilar	
  al	
  inhibidor	
  de	
  NF-­‐kB	
  para	
  su	
  degradación	
  (Ozes	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Romas-­‐
hkova	
  and	
  Makarov,	
  1999).	
  Sin	
  embargo,	
  otros	
  estudios	
  muestran,	
  también	
  en	
  fibroblastos,
que	
  la	
  activación	
  de	
  Akt	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  PDGF	
  no	
  induce	
  la	
  actividad	
  de	
  NF-­‐kB
(Rauch	
  et	
  al.,	
  2000),	
  diferencias	
  debidas	
  probablemente	
  al	
  tipo	
  celular.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  la
fosforilación	
  de	
  Mdm2	
  (transformed	
  mouse	
  3T3	
  cell	
  double	
  minute	
  2)	
  por	
  parte	
  de	
  Akt	
  in-­‐
duce	
  su	
  translocación	
  al	
  núcleo	
  donde	
  Mdm2	
  es	
  capaz	
  de	
  inhibir	
  a	
  p53,	
  uno	
  de	
  los	
  factores
de	
  transcripción	
  pro-­‐apoptóticos	
  mejor	
  conocidos	
  (Mayo	
  and	
  Donner,	
  2001)	
  (Figura  12).

Crecimiento	
  celular:	
  

El	
  crecimiento	
  celular	
  es	
  un	
  proceso	
  necesario	
  para	
  la	
  proliferación,	
  y	
  está	
  regulado	
  por	
  la
ruta	
  PI3K/Akt	
  a	
  través	
  de	
  las	
  serina/treonina	
  quinasas	
  mTOR	
  y	
  p70S6K (ribosomal	
  protein
S6	
  kinase),	
  reguladores	
  fundamentales	
  de	
  la	
  síntesis	
  de	
  proteínas	
  y	
  el	
  crecimiento	
  celular
(Franke,	
  2008;	
  Wullschleger	
  et	
  al.,	
  2006)	
  (Figura  12).	
  La	
  quinasa	
  mTOR	
  puede	
  formar	
  dos
complejos	
  excluyentes	
  y	
  funcionalmente	
  distintos:	
  mTORC1	
  (mTOR	
  complex	
  1)	
  cuando	
  está
unido	
  a	
  raptor	
  (regulatory	
  associated	
  protein	
  of	
  mTOR),	
  y	
  mTORC2	
  (mTOR	
  complex	
  2)
cuando	
  está	
  asociado	
  a	
  rictor	
  (rapamycin-­‐insensitive	
  companion	
  of	
  mTOR).	
  mTORC1	
  fun-­‐
ciona	
  como	
  un	
  sensor	
  molecular	
  que	
  regula	
  la	
  síntesis	
  proteica,	
  el	
  crecimiento	
  celular	
  y	
  la
autofagia	
  en	
  función	
  de	
  la	
  disponibilidad	
  de	
  nutrientes	
  y	
  el	
  nivel	
  energético	
  (Dennis	
  et	
  al.,
2001;	
  Shaw	
  and	
  Cantley,	
  2006).	
  mTORC2	
  sin	
  embargo,	
  parece	
  estar	
  implicado	
  en	
  la	
  polari-­‐
dad	
  celular	
  y	
  el	
  control	
  espacial	
  del	
  crecimiento	
  (Shaw	
  and	
  Cantley,	
  2006).

Una	
  vez	
  activo,	
  Akt	
  promueve	
  la	
  activación	
  de	
  mTOR	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  e	
  inactivación
del	
  complejo	
  TSC1/2	
  (Tuberous	
  sclerosis	
  complex	
  1/2),	
  un	
  regulador	
  negativo	
  de	
  mTOR
(Inoki	
  et	
  al.,	
  2002)	
  (Figura  12).	
  No	
  obstante,	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  mTOR	
  también	
  puede
ser	
   fosforilado	
  directamente	
  por	
  Akt	
   (Nave	
  et	
   al.,	
   1999).	
   Los	
  principales	
   sustratos	
  de
mTORC1	
  que	
  regulan	
  el	
  crecimiento	
  celular	
  son	
  por	
  un	
  lado,	
  la	
  quinasa	
  p70S6K (Isotani	
  et
al.,	
  1999;	
  Saitoh	
  et	
  al.,	
  2002),	
  cuya	
  activación	
  estimula	
  la	
  síntesis	
  proteica	
  activando	
  al
factor	
  de	
  iniciación	
  de	
  la	
  traducción	
  eIF4B	
  y	
  a	
  la	
  proteína	
  ribosomal	
  S6	
  (Raught	
  et	
  al.,	
  2004),
y	
  por	
  otro	
  lado,	
  el	
  regulador	
  negativo	
  de	
  la	
  traducción	
  4E-­‐BP1	
  (eIF4E binding	
  protein	
  1)	
  al
que	
  fosforila	
  e	
  inhibe	
  (Burnett	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Gingras	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Los	
  distintos	
  componentes
de	
  esta	
  ruta	
  interaccionan	
  entre	
  sí	
  añadiendo	
  una	
  mayor	
  complejidad.	
  Por	
  ejemplo,	
  p70S6K

puede	
  fosforilar	
  a	
  mTOR	
  estableciendo	
  una	
  retroalimentación	
  positiva	
  (Chiang	
  and	
  Abra-­‐
ham,	
  2005;	
  Holz	
  and	
  Blenis,	
  2005),	
  y	
  la	
  activación	
  completa	
  de	
  p70S6K requiere	
  la	
  fosforila-­‐
ción	
  secuencial	
  en	
  Thr389	
  por	
  mTOR	
  y	
  a	
  continuación	
  en	
  Thr229	
  por	
  PDK1	
  (Dufner	
  and
Thomas,	
  1999;	
  Pullen	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Shaw	
  and	
  Cantley,	
  2006)	
  (Figura  12).

Adicionalmente,	
  Akt	
  inhibe	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  serina/treonina	
  quinasa	
  GSK3β (Glycogen
shyntase	
  kinase	
  3 beta)	
  mediante	
  fosforilación	
  (Cross	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Esta	
  quinasa	
  inhibe	
  la
síntesis	
  de	
  glucógeno	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  de	
  la	
  enzima	
  Gys	
  (Glycogen	
  synthase),	
  e
igualmente	
  fosforila	
  e	
  inactiva	
  al	
  factor	
  de	
  iniciación	
  de	
  la	
  traducción	
  eIF2B,	
  inhibiendo	
  la
síntesis	
  proteica	
  necesaria	
  para	
  el	
  crecimiento	
  y	
  la	
  proliferación	
  celular	
  (Cohen	
  and	
  Frame,
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2001;	
  Welsh	
  et	
  al.,	
  1998)	
  (Figura  12).	
  Asimismo,	
  GSK3β	
  participa	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  Wnt/β-­‐ca-­‐
tenina	
  regulando	
  los	
  niveles	
  citoplasmáticos	
  de	
  β-­‐catenina,	
  pues	
  la	
  fosforila	
  induciendo	
  su
degradación.	
  La	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  mantiene	
  a	
  GSK3β retenida	
  en	
  un	
  complejo	
  con	
  la
proteína	
  scaffold Axin	
  (inhibiendo	
  su	
  actividad),	
  de	
  manera	
  que	
  β-­‐catenina	
  se	
  asocia	
  con
el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  TCF	
  y	
  estimulan	
  la	
  expresión	
  génica	
  (Rayasam	
  et	
  al.,	
  2009).

(ii)  Contribución  de  la  ruta  PI3K/Akt  a  la  progresión  G1/S  del  ciclo  celular

En	
  la	
  sección	
  anterior	
  comentamos	
  que	
  el	
  segundo	
  pico	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  tras	
  la	
  esti-­‐
mulación	
  mitogénica	
  en	
  fibroblastos	
  está	
  asociado	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  (Jones
and	
  Kazlauskas,	
  2001a).	
  La	
  activación	
  de	
  esta	
  ruta	
  en	
  la	
  fase	
  G1	
  es	
  necesaria	
  para	
  la	
  pro-­‐
gresión	
  del	
  ciclo	
  y	
  la	
  entrada	
  en	
  fase	
  S	
  (Cheatham	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Jones	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Vemuri
and	
  Rittenhouse,	
  1994).	
  Varios	
  componentes	
  de	
  la	
  maquinaria	
  de	
  división	
  celular	
  son	
  re-­‐
gulados	
  por	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt,	
  muchos	
  de	
  ellos	
  comunes	
  con	
  la	
  señalización	
  mediada	
  por
Ras/ERK,	
  estableciéndose	
  una	
  cooperación	
  entre	
  ambas	
  vías	
  que	
  favorece	
  la	
  progresión
del	
  ciclo	
  (Liang	
  and	
  Slingerland,	
  2003)	
  (Figura  10).	
  En	
  este	
  sentido,	
  la	
  activación	
  de	
  Akt	
  con-­‐
tribuye	
  a	
  la	
  estabilidad	
  proteica	
  de	
  la	
  Ccnd1	
  mediante	
  la	
  fosforilación	
  e	
  inactivación	
  de	
  la
quinasa	
  GSK3β,	
  pues	
  esta	
  quinasa	
  fosforila	
  Ccnd1	
  en	
  Thr286	
  para	
  su	
  posterior	
  degradación
(Cross	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Diehl	
  et	
  al.,	
  1998)	
  (Figura  12).

La	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  mTOR	
  favorece	
  la	
  proliferación	
  mediante	
  el	
  aumento	
  de	
  la	
  sín-­‐
tesis	
  proteica	
  y	
  el	
  crecimiento	
  celular,	
  procesos	
  en	
  los	
  que	
  también	
  cooperan	
  ambas	
  rutas,
Ras/ERK	
  y	
  PI3K/Akt;	
  por	
  ejemplo,	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
  TSC2	
  (Inoki	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Ma	
  et	
  al.,
2005)	
  y	
  la	
  estimulación	
  de	
  factores	
  de	
  iniciación	
  de	
  la	
  traducción	
  como	
  eIF4B	
  (Shahbazian
et	
  al.,	
  2006).

Por	
  otro	
  lado,	
  como	
  comentamos	
  anteriormente,	
  la	
  estimulación	
  con	
  mitógenos	
  controla
los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  los	
  CKIs	
  p21CIP1 y	
  p27KIP1 a	
  través	
  de	
  Ras	
  y	
  sus	
  rutas	
  efectoras
(Mirza	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Pruitt	
  and	
  Der,	
  2001).	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  p27KIP1,	
  tras	
  la	
  entrada	
  en	
  fase	
  G1
los	
  niveles	
  proteicos	
  descienden	
  progresivamente	
  debido	
  a	
  un	
  aumento	
  en	
  su	
  degradación,
pero	
  también	
  a	
  una	
  disminución	
  en	
  la	
  transcripción;	
  Akt	
  reprime	
  la	
  transcripción	
  de	
  p27KIP1

inducida	
  por	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  FoxO	
  mediante	
  la	
  inhibición	
  de	
  los	
  mismos	
  por
fosforilación	
  (Dijkers	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Medema	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Asimismo,	
  la	
  estimulación	
  mito-­‐
génica	
  de	
  PI3K	
  contribuye	
  a	
  la	
  disminución	
  de	
  los	
  niveles	
  proteicos	
  de	
  p27KIP1 (Takuwa	
  and
Takuwa,	
  1997).	
  Además,	
  Akt	
  puede	
  fosforilar	
  p27KIP1 y	
  p21CIP1 induciendo	
  su	
  localización	
  ci-­‐
toplasmática	
  y	
  bloqueando	
  por	
  tanto,	
  su	
  efecto	
  inhibitorio	
  sobre	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  ce-­‐
lular	
  (Liang	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Rossig	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Shin	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Zhou	
  et	
  al.,	
  2001).

Por	
  último,	
  entre	
  los	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  negativa	
  conocidos	
  para	
  esta	
  ruta,	
  pode-­‐
mos	
  señalar	
  la	
  participación	
  de	
  las	
  fosfatasas	
  PTEN	
  y	
  SHIP	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  actividad
de	
  PI3K	
  (Vivanco	
  and	
  Sawyers,	
  2002),	
  y	
  la	
  fosforilación	
  de	
  IRS	
  y	
  Rictor	
  por	
  p70S6K (Mendoza
et	
  al.,	
  2011).	
  Asimismo,	
  se	
  han	
  descrito	
  dos	
  tipos	
  de	
  fosfatasas	
  que	
  pueden	
  catalizar	
  la	
  de-­‐
fosforilación	
  directa	
  de	
  Akt,	
  las	
  fosfatasas	
  PHLPP1	
  y	
  PHLPP2	
  (PH domain	
  and	
  leucine	
  rich
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repeat	
  proein	
  phosphatase),	
  y	
  las	
  fosfatasas	
  de	
  la	
  familia	
  PP2A	
  (Brognard	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Gao
et	
  al.,	
  2005;	
  Kuo	
  et	
  al.,	
  2008).

(iii)  Señalización  mediada  por  PI3K  independiente  de  Akt

Además	
  de	
  la	
  multitud	
  de	
  procesos	
  que	
  PI3K	
  controla	
  a	
  través	
  de	
  Akt,	
  existen	
  otras	
  vías
efectoras	
  independientes	
  de	
  esta	
  quinasa.	
  Así,	
  PI3K	
  puede	
  activar	
  a	
  la	
  serina/treonina	
  qui-­‐
nasa	
  SGK	
  (Serum	
  and	
  glucocorticoid-­‐inducible	
  kinase)	
  (Park	
  et	
  al.,	
  1999)	
  y	
  a	
  las	
  GTPasas
Cdc42	
  y	
  Rac,	
  con	
  independencia	
  de	
  Akt	
  (Vivanco	
  and	
  Sawyers,	
  2002).	
  De	
  hecho,	
  la	
  señali-­‐
zación	
  coordinada	
  entre	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  y	
  Rac	
  está	
  mediada	
  por	
  PI3K	
  (Rodriguez-­‐Viciana
et	
  al.,	
  1997).	
  En	
  este	
  proceso,	
  Sos	
  tiene	
  un	
  papel	
  fundamental	
  acoplando	
  la	
  señalización
entre	
  ambas	
  GTPasas,	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  comentó	
  en	
  la	
  sección	
  2.3.4.	
  (Innocenti	
  et	
  al.,	
  2003;
Nimnual	
  et	
  al.,	
  1998).	
  No	
  obstante,	
  Ras	
  también	
  puede	
  activar	
  a	
  Rac	
  independientemente
de	
  PI3K,	
  mediante	
  la	
  interacción	
  directa	
  con	
  el	
  GEF	
  de	
  Rac	
  Tiam1	
  (Lambert	
  et	
  al.,	
  2002).

3.2.3    Otra  señalización  de  interés

Dado	
  que	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  pueden	
  activar	
  a	
  Rac	
  en	
  determinadas	
  condiciones,	
  es	
  impor-­‐
tante	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  estas	
  GTPasas	
  son	
  reguladoras	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina,	
  el
ciclo	
  celular	
  y	
  la	
  transcripción	
  génica	
  (Westwick	
  et	
  al.,	
  1997).	
  En	
  este	
  sentido,	
  se	
  ha	
  descrito
que	
  la	
  actividad	
  GEF	
  de	
  Sos	
  sobre	
  Rac	
  es	
  capaz	
  de	
  integrar	
  señales	
  procedentes	
  de	
  recep-­‐
tores	
  de	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  y	
  de	
  integrinas	
  específicas,	
  induciendo	
  la	
  expresión	
  de
Ccnd1	
  y	
  por	
  tanto	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo	
  celular	
  (Mettouchi	
  et	
  al.,	
  2001).	
  De
hecho,	
  diversos	
  estudios	
  han	
  demostrado	
  que	
  Rac1	
  contribuye	
  a	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  fase
G1	
  incrementando	
  los	
  niveles	
  de	
  mRNA de	
  la	
  Ccnd1	
  (Joyce	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Klein	
  et	
  al.,	
  2007;
Westwick	
  et	
  al.,	
  1997),	
  por	
  ejemplo	
  a	
  través	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  NF-­‐kB	
  (Joyce	
  et	
  al.,	
  1999).

4.  Significado  funcional  de  las  proteínas  Sos
in  vivo

4.1    Análisis  funcional  de  las  proteínas  Sos.  Modelos  animales

La	
  mayoría	
  de	
  trabajos	
  publicados	
  en	
  la	
  investigación	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  han	
  sido	
  reali-­‐
zados	
  preferentemente	
  con	
  Sos1,	
  o	
  con	
  construcciones	
  de	
  las	
  que	
  no	
  se	
  especifica	
  la	
  iso-­‐
forma	
  de	
  procedencia.	
  De	
  hecho,	
  la	
  bibliografía	
  relativa	
  específicamente	
  a	
  Sos2	
  es	
  muy
reducida.	
  Sólo	
  en	
  algunos	
  casos	
  los	
  trabajos	
  abarcan	
  el	
  estudio	
  comparativo	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2,
o	
  al	
  menos	
  detectan	
  ambas	
  isoformas	
  a	
  la	
  vez	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Oh-­‐hora	
  et	
  al.,	
  2003;
Qian	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Yang	
  et	
  al.,	
  1995),	
  aportando	
  información	
  sobre	
  la	
  redundancia	
  o	
  espe-­‐
cificidad	
  que	
  existe	
  entre	
  ellas.	
  En	
  este	
  sentido,	
  los	
  ratones	
  ko individuales	
  para	
  Sos1	
  y	
  Sos2
han	
  aportado	
  información	
  crucial	
  acerca	
  de	
  la	
  función	
  de	
  cada	
  isoforma(Esteban	
  et	
  al.,
2000;	
  Qian	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Adicionalmente,	
  podemos	
  destacar	
  la	
  genera-­‐
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ción	
  de	
  modelos	
  animales	
  para	
  reproducir	
  patologías	
  humanas	
  como	
  el	
  síndrome	
  de	
  No-­‐
onan	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2010b)	
  y	
  un	
  modelo	
  de	
  desarrollo	
  tumoral	
  utilizando	
  un	
  ratón	
  transgé-­‐
nico	
  para	
  una	
  forma	
  mutante	
  de	
  Sos1	
  expresada	
  en	
  queratinocitos	
  (Sibilia	
  et	
  al.,	
  2000).	
  La
mayoría	
  de	
  enfermedades	
  humanas	
  relacionadas	
  con	
  las	
  proteínas	
  SOS	
  están	
  asociadas	
  a
mutaciones	
  en	
  SOS1,	
  mientras	
  que	
  sólo	
  se	
  ha	
  descrito	
  implicación	
  de	
  SOS2	
  en	
  leucemias
causadas	
  por	
  translocaciones	
  del	
  gen	
  MLL	
  (mixed	
  lineage	
  leukemia)	
  (Yam	
  et	
  al.,	
  2004),	
  y
en	
  estudios	
  de	
  susceptibilidad	
  a	
  la	
  enfermedad	
  de	
  Alzheimer	
  (Hamilton	
  et	
  al.,	
  2007).

4.1.1    Pérdida  de  función

(i)  Modelos  animales

El	
  análisis	
  funcional	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  in  vivo ha	
  proporcionado	
  información	
  sobre	
  la	
  re-­‐
dundancia	
  o	
  especifidad	
  funcional	
  de	
  estas	
  proteínas.	
  La	
  generación	
  de	
  ratones	
  deficientes
en	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  mediante	
  inactivación	
  por	
  recombinación	
  homóloga,	
  ha	
  revelado	
  que	
  Sos1
es	
  esencial	
  para	
  el	
  desarrollo	
  embrionario,	
  pues	
  su	
  ausencia	
  es	
  letal	
  a	
  mitad	
  de	
  la	
  gestación
(Qian	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Este	
  mismo	
  fenotipo	
  se	
  ha	
  descrito	
  en	
  otras	
  especies
como	
  D.  melanogaster y	
  C.elegans donde	
  la	
  expresión	
  de	
  Sos	
  también	
  es	
  necesaria	
  en	
  el
desarrollo	
  (Chang	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Rogge	
  et	
  al.,	
  1991;	
  Simon	
  et	
  al.,	
  1991).	
  En	
  cambio,	
  los	
  ratones
deficientes	
  en	
  Sos2	
  son	
  viables,	
  fértiles	
  y	
  sin	
  fenotipo	
  aparente	
  (Esteban	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Este
hecho	
  es	
  importante,	
  pues	
  demuestra	
  que	
  Sos2	
  no	
  es	
  capaz	
  de	
  compensar	
  la	
  deficiencia
de	
  Sos1	
  en	
  el	
  desarrollo	
  embrionario	
  a	
  pesar	
  del	
  alto	
  grado	
  de	
  semejanza	
  en	
  secuencia	
  y
estructura,	
  e	
  incluso	
  del	
  amplio	
  patrón	
  de	
  expresión	
  de	
  ambas	
  proteínas;	
  y	
  además,	
  apunta
a	
  que	
  ninguno	
  de	
  los	
  GEFs	
  específicos	
  de	
  Ras	
  que	
  se	
  expresen	
  en	
  ese	
  momento	
  del	
  des-­‐
arrollo	
  puede	
  sustituir	
  la	
  función	
  de	
  Sos1.

Los	
  embriones	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  mueren	
  entre	
  los	
  días	
  9-­‐11	
  DPC	
  (day	
  post-­‐conception),
posiblemente	
  por	
  causas	
  secundarias	
  a	
  defectos	
  en	
  la	
  placenta.	
  La	
  capa	
  de	
  espongiotrofo-­‐
blastos	
  y	
  el	
  laberinto	
  placentario	
  presentan	
  graves	
  defectos	
  de	
  desarrollo	
  y	
  organización,
y	
  la	
  vasculatura	
  en	
  el	
  laberinto	
  es	
  defectuosa,	
  probablemente	
  impidiendo	
  una	
  correcta	
  ali-­‐
mentación	
  del	
  embrión	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  La	
  expresión	
  de	
  Sos1	
  en	
  estas	
  capas	
  de	
  la	
  pla-­‐
centa	
  de	
  animales	
  wt es	
  muy	
  superior	
  a	
  la	
  de	
  Sos2,	
  sugiriendo	
  un	
  requerimiento	
  específico
de	
  Sos1	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  placenta	
  y	
  su	
  correcta	
  vascularización	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).
En	
  contraste	
  con	
  estos	
  datos,	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  por	
  otro	
  grupo	
  anteriormente	
  mos-­‐
traron	
  que	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  en	
  ratón	
  es	
  letal	
  a	
  día	
  12	
  DPC	
  debido	
  a	
  problemas	
  car-­‐
diacos	
  en	
  el	
  embrión,	
  y	
  defectos	
  en	
  el	
   saco	
  vitelino	
   (Wang	
  et	
  al.,	
  1997).	
   La	
  discusión
científica	
  sobre	
  las	
  diferencias	
  en	
  la	
  muerte	
  embrionaria	
  en	
  ambos	
  estudios	
  concluye	
  que
presumiblemente,	
  la	
  variabilidad	
  genética	
  entre	
  las	
  estirpes	
  murinas	
  y	
  las	
  células	
  madre
embrionarias	
  utilizadas,	
  así	
  como	
  las	
  distintas	
  estrategias	
  empleadas	
  para	
  la	
  inactivación
genética	
  de	
  Sos1	
  (eliminación	
  de	
  exones	
  distintos),	
  podrían	
  explicar	
  las	
  discrepancias	
  ob-­‐
servadas.	
  No	
  obstante,	
  en	
  ambos	
  trabajos	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  es	
  letal	
  en	
  el	
  desarrollo,	
  lo
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que	
  contrasta	
  claramente	
  con	
  la	
  función	
  dispensable	
  de	
  Sos2.	
  Estos	
  datos	
  sugieren	
  funcio-­‐
nes	
  únicas	
  y	
  específicas	
  para	
  ambas	
  proteínas	
  en	
  mamíferos.

(ii)  Cultivos  celulares

Pese	
  a	
  que	
  comparten	
  la	
  misma	
  actividad	
  enzimática	
  y	
  gran	
  parte	
  de	
  la	
  estructura	
  mole-­‐
cular,	
  las	
  proteínas	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  presentan	
  diferencias	
  en	
  sus	
  propiedades	
  bioquímicas	
  y	
  de
señalización	
  como	
  explicamos	
  anteriormente	
  (ver	
  sección  2.1).	
  La	
  estabilidad	
  proteica	
  de
mSos1	
  es	
  mayor	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997),	
  y	
  hSOS2	
  tiene	
  más	
  afinidad	
  que	
  hSOS1	
  por	
  Grb2
(Yang	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Es	
  probable	
  que	
  las	
  diferencias	
  entre	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  en	
  la	
  región	
  C-­‐terminal
puedan	
  ser	
  responsables,	
  al	
  menos	
  en	
  parte,	
  de	
  algunas	
  de	
  estas	
  diferencias	
  bioquímicas
y	
  funcionales,	
  por	
  ejemplo	
  la	
  afinidad	
  por	
  Grb2	
  (al	
  que	
  se	
  une	
  por	
  esta	
  región).

Diversos	
  experimentos	
  realizados	
  con	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  (MEFs,	
  mouse	
  embryonic
fibroblast)	
  inmortalizados	
  derivados	
  de	
  ratones	
  ko para	
  Sos1	
  (ko-­‐Sos1),	
  han	
  proporcionado
información	
  sobre	
  las	
  propiedades	
  señalizadoras	
  de	
  ambas	
  proteínas.	
  Estudios	
  de	
  señali-­‐
zación	
  en	
  respuesta	
  a	
  EGF	
  sugieren	
  que	
  Sos1	
  participa	
  en	
  la	
  respuesta	
  a	
  corto	
  y	
  largo	
  plazo
mientras	
  que	
  Sos2	
  sólo	
  es	
  capaz	
  de	
  mediar	
  señales	
  a	
  corto	
  plazo	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Con-­‐
cretamente,	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  a	
  tiempos	
  cortos	
  (5-­‐30	
  minutos)	
  los	
  niveles	
  de
activación	
  de	
  Ras	
  y	
  la	
  actividad	
  de	
  ERK	
  no	
  disminuyen	
  en	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 comparados
con	
  MEFs	
  wt,	
  indicando	
  que	
  Sos2	
  puede	
  compensar	
  la	
  carencia	
  de	
  Sos1	
  en	
  estas	
  condicio-­‐
nes.	
  Sin	
  embargo,	
  a	
  tiempos	
  largos	
  (por	
  encima	
  de	
  60-­‐90	
  minutos)	
  se	
  observa	
  una	
  reduc-­‐
ción	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  en	
  las	
  células	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Los	
  autores
sugieren	
  que	
  Sos1,	
  pero	
  no	
  Sos2,	
  es	
  capaz	
  de	
  señalizar	
  a	
  largo	
  plazo	
  debido	
  a	
  que	
  su	
  unión
a	
  los	
  complejos	
  formados	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  (compuestos	
  por	
  EGFR-­‐Shc-­‐Grb2-­‐
Sos)	
  es	
  más	
  estable	
  que	
  la	
  unión	
  de	
  Sos2,	
  como	
  demuestran	
  experimentos	
  de	
  inmunopre-­‐
cipitación	
  realizados	
  en	
  estos	
  MEFs	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  En	
  cierto	
  desacuerdo	
  con	
  estos
resultados,	
  ensayos	
  de	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  durante	
  5	
  minutos	
  realizados	
  en	
  MEFs	
  pri-­‐
marios	
  ko-­‐Sos1 mostraron	
  una	
  reducción	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  respecto	
  a	
  MEFs
wt.	
  Estos	
  MEFs,	
  a	
  diferencia	
  de	
  los	
  anteriores	
  proceden	
  de	
  los	
  embriones	
  ko-­‐Sos1 con	
  de-­‐
fectos	
  cardíacos	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  1997).	
  También	
  en	
  contraposición,	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  do-­‐
minantes	
  negativos	
  de	
  Sos1	
  en	
  células	
  CHO-­‐IR	
  (Chinese	
  hamster	
  ovary-­‐insulin	
  receptor),
que	
  sobreexpresan	
  el	
  receptor	
  de	
  insulina,	
  ha	
  mostrado	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK
tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  insulina	
  a	
  tiempos	
  cortos	
  depende	
  notablemente	
  de	
  la	
  actividad
de	
  Sos1	
  (Park	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Sakaue	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Si	
  bien,	
  no	
  se	
  puede	
  descartar	
  que	
  estos
dominantes	
  negativos	
  inhiban	
  también	
  la	
  actividad	
  de	
  Sos2,	
  evitando	
  que	
  pueda	
  compen-­‐
sar	
  a	
  Sos1	
  en	
  estas	
  condiciones.

Finalmente,	
  y	
  a	
  favor	
  de	
  las	
  diferencias	
  en	
  las	
  propiedades	
  biológicas	
  de	
  ambas	
  proteínas,
los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1mostraron	
  resistencia	
  a	
  la	
  transformación	
  por	
  los	
  oncogenes	
  v-­‐Src	
  o	
  EGFR
(EGF	
  receptor),	
  indicando	
  que	
  la	
  actividad	
  de	
  Sos2	
  no	
  era	
  capaz	
  de	
  trasmitir	
  la	
  señal	
  onco-­‐
génica	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  La	
  transformación	
  celular	
  requiere	
  la	
  continua	
  actividad	
  del	
  on-­‐



Introducción

cogén,	
  lo	
  que	
  correlaciona	
  con	
  la	
  capacidad	
  de	
  Sos1	
  para	
  señalizar	
  a	
  largo	
  plazo.	
  Apoyando
esta	
  idea,	
  experimentos	
  de	
  inmunoprecipitación	
  con	
  Shc	
  y	
  v-­‐Src	
  (constitutivamente	
  activo
y	
  por	
  tanto	
  señalizando	
  a	
  largo	
  plazo)	
  confirmaron	
  que	
  Sos1	
  se	
  une	
  a	
  estas	
  proteínas	
  más
eficientemente	
  que	
  Sos2.	
  Además,	
  demostraron	
  que	
  la	
  restauración	
  de	
  la	
  expresión	
  de
Sos1	
  en	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 restablece	
  la	
  susceptibilidad	
  de	
  estas	
  células	
  a	
  la	
  transformación
por	
  v-­‐Src	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Igualmente,	
  otros	
  estudios	
  han	
  descrito	
  que	
  la	
  expresión	
  de
formas	
  miristoiladas	
  de	
  Sos1	
  en	
  fibroblastos	
  NIH3T3	
  exhiben	
  mayor	
  capacidad	
  transfor-­‐
mante	
  que	
  las	
  de	
  Sos2.	
  Según	
  los	
  autores,	
  esto	
  puede	
  ser	
  debido	
  a	
  diferencias	
  en	
  la	
  esta-­‐
bilidad	
  de	
  ambas	
  proteínas	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997).

A	
  la	
  vista	
  de	
  todos	
  estos	
  datos,	
  el	
  estudio	
  funcional	
  in  vivo de	
  las	
  proteínas	
  Sos,	
  especial-­‐
mente	
  Sos1,	
  requiere	
  la	
  generación	
  de	
  modelos	
  inducibles	
  que	
  permitan	
  eliminar	
  la	
  ex-­‐
presión	
  una	
  vez	
  concluido	
  el	
  desarrollo	
  embrionario.	
  De	
  esta	
  manera,	
  podríamos	
  averiguar
en	
  primer	
  lugar,	
  si	
  la	
  función	
  de	
  Sos1	
  es	
  esencial	
  no	
  sólo	
  en	
  el	
  desarrollo	
  embrionario	
  sino
también	
  en	
  la	
  etapa	
  post-­‐natal	
  del	
  ratón,	
  y	
  si	
  su	
  eliminación	
  produce	
  algún	
  fenotipo	
  en	
  el
ratón	
  adulto.

4.1.2    Ganancia  de  función

Además	
  de	
  los	
  modelos	
  basados	
  en	
  la	
  inactivación	
  de	
  la	
  función,	
  existen	
  varios	
  modelos
genéticos	
  de	
  mutantes	
  de	
  Sos1	
  con	
  ganancia	
  de	
  función	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2010b;	
  Modzelewska
et	
  al.,	
  2007;	
  Sibilia	
  et	
  al.,	
  2000):

-­‐	
  En	
  C.  elegans,	
  la	
  ganancia	
  de	
  función	
  de	
  Sos-­‐1	
  por	
  una	
  mutación	
  en	
  el	
  dominio	
  DH	
  produce
defectos	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
  gusano	
  (Modzelewska	
  et	
  al.,	
  2007).	
  En	
  este	
  trabajo	
  además,
generaron	
  un	
  mutante	
  de	
  SOS1 humano,	
  SOS1C282R,	
  homólogo	
  al	
  encontrado	
  en	
  C.  elegans.
Esta	
  mutación	
  altera	
  la	
  inhibición	
  que	
  ejerce	
  el	
  dominio	
  DH	
  sobre	
  el	
  sitio	
  alostérico	
  provo-­‐
cando	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  actividad	
  de	
  SOS1,	
  y	
  una	
  mayor	
  estimulación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK
en	
  células	
  humanas	
  en	
  cultivo	
  (Modzelewska	
  et	
  al.,	
  2007).

-­‐	
  Mutantes	
  de	
  hSOS1 análogos	
  a	
  estos	
  se	
  han	
  detectado	
  en	
  pacientes	
  con	
  síndrome	
  de	
  No-­‐
onan	
  (NS)	
  (Roberts	
  et	
  al.,	
  2007)	
  (ver	
  a	
  continuación,	
  sección  4.2.3).	
  De	
  hecho,	
  reciente-­‐
mente	
  se	
  ha	
  generado	
  un	
  modelo	
  murino	
  que	
  expresa	
  de	
  forma	
  inducible	
  el	
  mutante
Sos1E846K.	
  Esta	
  mutación	
  activante	
  presente	
  en	
  pacientes	
  con	
  NS,	
  afecta	
  al	
  dominio	
  catalítico
CDC25	
  aumentando	
  la	
  actividad	
  GEF	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2010b)	
  (Figura  13,	
  pág.	
  36).	
  Los	
  ratones
homocigotos	
  para	
  la	
  mutación	
  sufren	
  en	
  su	
  mayoría	
  letalidad	
  embrionaria	
  por	
  defectos
severos	
  en	
  la	
  función	
  cardiovascular,	
  y	
  los	
  heterocigotos	
  desarrollan	
  un	
  espectro	
  fenotípico
muy	
  parecido	
  al	
  que	
  sufren	
  los	
  pacientes	
  humanos	
  con	
  este	
  síndrome,	
  incluyendo	
  anoma-­‐
lías	
  hematológicas,	
  dismorfia	
  facial,	
  y	
  graves	
  defectos	
  cardíacos	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2010b).

-­‐	
  Por	
  otro	
  lado,	
  las	
  mutaciones	
  en	
  Sos1	
  que	
  implican	
  ganancia	
  de	
  función	
  pueden	
  contribuir
al	
  desarrollo	
  tumoral.	
  La	
  expresión	
  específica	
  en	
  queratinocitos	
  de	
  una	
  forma	
  constituti-­‐
vamente	
  activa	
  de	
  Sos,	
  SOS-­‐F (construida	
  mediante	
  la	
  eliminación	
  de	
  gran	
  parte	
  de	
  la	
  región
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C-­‐terminal	
  y	
  la	
  adición	
  de	
  un	
  grupo	
  farnesilo	
  para	
  su	
  localización	
  estable	
  en	
  la	
  membrana),
induce	
  la	
  formación	
  de	
  tumores	
  en	
  la	
  piel	
  de	
  ratones	
  transgénicos	
  para	
  SOS-­‐F (Sibilia	
  et
al.,	
  2000).	
  Curiosamente,	
  los	
  tumores	
  que	
  desarrollan	
  estos	
  animales	
  transgénicos	
  depen-­‐
den	
  de	
  la	
  función	
  de	
  EGFR.	
  La	
  activación	
  exacerbada	
  de	
  SOS-­‐F	
  induce	
  un	
  aumento	
  de	
  pro-­‐
liferación	
   en	
   estos	
   tumores,	
   sin	
   embargo,	
   la	
   función	
   de	
   EGFR	
   transmite	
   señales
anti-­‐apoptóticas	
  independientes	
  de	
  SOS1	
  (probablemente	
  a	
  través	
  de	
  Akt),	
  necesarias	
  para
la	
  supervivencia	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  (Sibilia	
  et	
  al.,	
  2000).	
  En	
  consonancia	
  con	
  estos	
  re-­‐
sultados,	
  estudios	
  anteriores	
  realizados	
  con	
  fibroblastos	
  NIH3T3	
  y	
  Rat-­‐1	
  demostraron	
  que
formas	
  constitutivamente	
  activas	
  de	
  Sos,	
  mediante	
  farnesilación,	
  miristoilación	
  o	
  a	
  través
de	
  la	
  eliminación	
  de	
  su	
  región	
  C-­‐terminal,	
  pueden	
  inducir	
  transformación	
  celular	
  (Aronheim
et	
  al.,	
  1994;	
  Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1995).

-­‐	
  Asimismo,	
  los	
  mutantes	
  de	
  SOS1 en	
  humanos	
  que	
  carecen	
  de	
  la	
  región	
  C-­‐terminal	
  por	
  la
aparición	
  de	
  un	
  codón	
  de	
  stop	
  prematuro,	
  también	
  presentan	
  una	
  ganancia	
  de	
  función.
Cuando	
  estos	
  mutantes	
  se	
  encuentran	
  en	
  la	
  línea	
  germinal	
  provocan	
  un	
  crecimiento	
  exa-­‐
cerbado	
  en	
  la	
  encía,	
  dando	
  lugar	
  a	
  una	
  patología	
  denominada	
  fibromatosis	
  gingival	
  (Hart
et	
  al.,	
  2002)	
  (ver	
  a	
  continuación,	
  sección  4.2.3).

4.2    Patologías  asociadas  a  la  función  de  Sos

4.2.1    Papel  de  Sos  en  procesos  cancerígenos  

Actualmente,	
  las	
  patologías	
  humanas	
  asociadas	
  a	
  alteraciones	
  en	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  están
causadas	
  principalmente	
  por	
  una	
  ganancia	
  de	
  función,	
  bien	
  por	
  mutaciones	
  puntuales	
  en
la	
  secuencia	
  génica	
  o	
  bien	
  por	
  sobreexpresión.	
  Efectivamente,	
  se	
  ha	
  descrito	
  sobreexpre-­‐
sión	
  de	
  SOS1 en	
  ciertos	
  tipos	
  de	
  tumores	
  humanos,	
  como	
  en	
  cáncer	
  de	
  vejiga	
  (Watanabe
et	
  al.,	
  2000),	
  de	
  riñón	
  (Shinohara	
  et	
  al.,	
  1997),	
  y	
  en	
  cáncer	
  de	
  mama	
  y	
  próstata	
  de	
  pacientes
afro-­‐americanos	
  respecto	
  a	
  europeo-­‐americanos	
  (Field	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Timofeeva	
  et	
  al.,	
  2009).
Recientemente,	
  también	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  la	
  estabilidad	
  del	
  complejo	
  Sos1-­‐E3b1-­‐Eps8
en	
  carcinoma	
  de	
  ovario	
  es	
  necesaria	
  para	
  la	
  adquisición	
  de	
  la	
  capacidad	
  metastática.	
  La
deficiencia	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  al	
  menos	
  uno	
  de	
  los	
  elementos	
  de	
  este	
  complejo	
  correlaciona
con	
  la	
  incapacidad	
  para	
  metastatizar	
  observada	
  en	
  estas	
  células	
  tumorales	
  (Chen	
  et	
  al.,
2010a).	
  

Curiosamente,	
  a	
  diferencia	
  de	
  muchos	
  de	
  los	
  elementos	
  de	
  la	
  ruta	
  RTK/Ras/MAPKs,	
  cuyas
formas	
  mutantes	
  están	
  claramente	
  implicadas	
  en	
  procesos	
  carcinogénicos,	
  apenas	
  existen
evidencias	
  de	
  mutaciones	
  de	
  SOS1 presentes	
  en	
  cáncer.	
  De	
  hecho,	
  la	
  búsqueda	
  de	
  muta-­‐
ciones	
  en	
  SOS1 realizada	
  en	
  una	
  serie	
  amplia	
  de	
  diferentes	
  tumores	
  ha	
  confirmado	
  que	
  las
mutaciones	
  somáticas	
  en	
  este	
  locus	
  son	
  raras	
  en	
  cáncer	
  humano,	
  haciéndolas	
  casi	
  indis-­‐
tinguibles	
  de	
  la	
  tasa	
  natural	
  de	
  mutación	
  (Swanson	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Estos	
  datos	
  indican	
  que
la	
  principal	
  alteración	
  de	
  Sos1	
  que	
  puede	
  contribuir	
  al	
  proceso	
  tumoral	
  es	
  la	
  sobreexpre-­‐
sión.
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En	
  este	
  contexto,	
  es	
  interesante	
  señalar	
  que	
  existen	
  contaminantes	
  ambientales	
  con	
  pro-­‐
piedades	
  cancerígenas	
  que	
  pueden	
  estimular	
  directamente	
  la	
  expresión	
  de	
  SOS1 (Pierre
et	
  al.,	
  2011).	
  Por	
  ejemplo,	
  la	
  dioxina	
  TCDD (2,3,7,8-­‐tetrachlorodibenzodioxin)	
  funciona
como	
  un	
  ligando	
  para	
  el	
  receptor	
  AhR (Aryl	
  hydrocarbon	
  receptor),	
  un	
  factor	
  de	
  transcrip-­‐
ción	
  citosólico	
  inducible	
  por	
  unión	
  a	
  ligando.	
  Una	
  vez	
  estimulado,	
  AhR	
  transloca	
  al	
  núcleo
y	
  promueve	
  la	
  transcripción	
  de	
  genes	
  relacionados	
  con	
  funciones	
  de	
  detoxificación	
  y	
  me-­‐
tabolismo	
  (Barouki	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Recientemente,	
  estudios	
  realizados	
  en	
  la	
  línea	
  celular	
  de
hepatocarcinoma	
  humano	
  HepG2,	
  demuestran	
  que	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  esta	
  dioxina,
AhR	
  promueve	
  la	
  transcripción	
  de	
  SOS1.	
  Así,	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  SOS1	
  en	
  estas	
  células
desencadena	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  su	
  ruta	
  efectora	
  Ras/ERK,	
  y	
  consecuente-­‐
mente	
  una	
  tasa	
  proliferativa	
  mayor	
  (Pierre	
  et	
  al.,	
  2011).	
  La	
  exposición	
  continuada	
  a	
  este
tipo	
  de	
  tóxicos	
  ambientales	
  puede	
  producir	
  una	
  estimulación	
  constitutiva	
  y	
  patológica	
  de
la	
  ruta	
  Sos/Ras/ERK,	
  un	
  proceso	
  que	
  puede	
  ser	
  particularmente	
  relevante	
  en	
  aquellas	
  cé-­‐
lulas	
  cancerosas	
  que	
  no	
  poseen	
  mutaciones	
  en	
  Ras.

4.2.2    Síndrome  de  Noonan

El	
  síndrome	
  de	
  Noonan	
  (NS)	
  es	
  un	
  desorden	
  del	
  desarrollo,	
  autosómico	
  dominante,	
  gené-­‐
ticamente	
  heterogéneo,	
  y	
  caracterizado	
  por	
  baja	
  estatura,	
  rasgos	
  faciales	
  únicos,	
  anomalías
hematológicas,	
  defectos	
  cardíacos	
  congénitos	
  y	
  un	
  grado	
  variable	
  de	
  retrasos	
  neurocogni-­‐
tivos	
  (Noonan,	
  2006;	
  Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Tidyman	
  and	
  Rauen,	
  2009).	
  Se	
  han	
  descrito	
  va-­‐
rias	
  mutaciones	
  en	
  SOS1 presentes	
  en	
  la	
  línea	
  germinal,	
  responsables	
  de	
  un	
  15%	
  de	
  los
casos	
  de	
  NS	
  familiar	
  y	
  esporádico	
  (Roberts	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Aparte	
  de
SOS1,	
  mutaciones	
  en	
  otros	
  elementos	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/MAPK	
  pueden	
  causar	
  este	
  síndrome,
como	
  ocurre	
  con	
  PTPN11 (que	
  codifica	
  la	
  fosfatasa	
  Shp2)	
  cuyas	
  mutaciones	
  producen	
  el
50%	
  de	
  los	
  casos	
  de	
  NS	
  (Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2001),	
  o	
  en	
  menor	
  proporción	
  con	
  otros	
  genes
como	
  KRAS,	
  RAF1,	
  BRAF o	
  MEK1 (Nava	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Pandit	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Sarkozy	
  et	
  al.,	
  2009;
Schubbert	
  et	
  al.,	
  2006).	
  No	
  obstante,	
  aún	
  queda	
  un	
  20-­‐25%	
  de	
  casos	
  de	
  los	
  que	
  no	
  se	
  co-­‐
noce	
  la	
  alteración	
  que	
  los	
  origina.	
  La	
  ausencia	
  de	
  mutaciones	
  en	
  SOS2 similares	
  a	
  las	
  de-­‐
tectadas	
  en	
  SOS1,	
  ha	
  descartado,	
  al	
  menos	
  hasta	
  ahora,	
  que	
  este	
  locus	
  esté	
  afectado	
  en
pacientes	
  con	
  NS	
  (Roberts	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2007).

Existe	
  un	
  número	
  considerable	
  de	
  mutaciones	
  diferentes	
  de	
  SOS1 descritas	
  en	
  pacientes
con	
  NS,	
  todas	
  basadas	
  en	
  una	
  sustitución	
  aminoacídica,	
  que	
  da	
  lugar	
  a	
  una	
  ganancia	
  de
función.	
  La	
  mayoría	
  se	
  encuentran	
  en	
  los	
  dominios	
  DH,	
  PH,	
  REM,	
  en	
  la	
  zona	
  de	
  unión	
  entre
el	
  dominio	
  PH	
  y	
  REM	
  (L),	
  y	
  en	
  menor	
  proporción,	
  en	
  los	
  dominios	
  H	
  y	
  CDC25H	
  (Roberts	
  et
al.,	
  2007;	
  Shannon	
  and	
  Bollag,	
  2007;	
  Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2007)	
  (Figura
13).	
  Estas	
  mutaciones	
  alteran	
  la	
  conformación	
  inactiva	
  de	
  SOS,	
  pues	
  afectan	
  a	
  las	
  interac-­‐
ciones	
  intramoleculares	
  (entre	
  la	
  unidad	
  DH-­‐PH	
  y	
  el	
  sitio	
  alostérico,	
  y	
  entre	
  el	
  dominio	
  H	
  y
la	
  zona	
  de	
  unión	
  L)	
  que	
  en	
  ausencia	
  de	
  estímulo	
  mantienen	
  a	
  Sos	
  en	
  un	
  estado	
  inactivo
(ver	
  sección  2.3.2).	
  Varios	
  trabajos	
  han	
  aportado	
  datos	
  experimentales	
  demostrando	
  que
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estas	
  mutaciones	
  implican	
  una	
  ganancia	
  de	
  función.	
  Por	
  ejemplo,	
  la	
  expresión	
  de	
  estos
mutantes	
  en	
  células	
  humanas	
  en	
  cultivo	
  produce	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  y
ERK,	
  incrementando	
  tanto	
  la	
  duración	
  como	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  señal	
  (Roberts	
  et	
  al.,	
  2007;
Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

Asimismo,	
  experimentos	
  con	
  mutantes	
  que	
  afectan	
  al	
  dominio	
  H	
  y	
  PH,	
  confirman	
  el	
  au-­‐
mento	
  en	
  la	
  actividad	
  catalítica	
  de	
  SOS1	
  tanto	
  in  vitro como	
  en	
  cultivo	
  (Gureasko	
  et	
  al.,
2010;	
  Gureasko	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Yadav	
  and	
  Bar-­‐Sagi,	
  2010).	
  Por	
  último,	
  como	
  hemos	
  comentado
previamente,	
  el	
  fenotipo	
  del	
  ratón	
  knock-­‐in para	
  Sos1E846K pone	
  de	
  manifiesto	
  la	
  ganancia
de	
  función	
  de	
  estos	
  mutantes	
  y	
  sus	
  efectos	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  un	
  organismo	
  vivo	
  (Chen	
  et
al.,	
  2010b).

Desde	
  un	
  punto	
  de	
  vista	
  más	
  general,	
  es	
  interesante	
  destacar	
  que	
  la	
  “desregulación”	
  de	
  la
ruta	
  Ras/MAPKs	
  puede	
  causar	
  una	
  serie	
  de	
  síndromes	
  y	
  desórdenes	
  en	
  el	
  desarrollo	
  cono-­‐
cidos	
  como	
  “Rasopatías”	
  (Figura  14).	
  Gran	
  parte	
  de	
  estas	
  patologías	
  comparten	
  caracte-­‐
rísticas	
   fenotípicas	
   similares,	
   y	
   han	
   sido	
   clasificadas	
   conjuntamente	
   en	
   la	
   familia	
   de
síndromes	
  	
  Neuro-­‐cardio-­‐facio-­‐cutáneos	
  (NCFC)	
  (Bentires-­‐Alj	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Fernandez-­‐Me-­‐
darde	
  and	
  Santos,	
  2011a).	
  Esta	
  familia	
  engloba,	
  además	
  del	
  NS:

Figura  13.  Mutaciones  en  SOS1  asociadas  a  patologías  humanas. (A)	
  Esquema	
  de	
  la	
  estructura	
  proteica
de	
  SOS1	
  en	
  la	
  que	
  se	
  detallan	
  la	
  posición	
  de	
  los	
  residuos	
  alterados	
  en	
  pacientes	
  con	
  síndrome	
  de	
  Noonan	
  (NS).
La	
  mayoría	
  de	
  estas	
  mutaciones,	
  afectan	
  a	
  las	
  interacciones	
  intramoleculares	
  que	
  mantienen	
  a	
  Sos	
  en	
  su	
  con-­‐
formación	
  inactiva,	
  provocando	
  un	
  aumento	
  en	
  su	
  actividad	
  catalítica.	
  (B)	
  Representación	
  de	
  la	
  forma	
  truncada
de	
  SOS1	
  detectada	
  en	
  la	
  fibromatosis	
  gingival	
  hereditaria	
  tipo	
  1	
  (HGF1).	
  Este	
  mutante	
  presenta	
  un	
  codón	
  de
parada	
  prematuro	
  debido	
  a	
  la	
  inserción	
  de	
  una	
  citosina	
  en	
  la	
  región	
  C-­‐terminal.	
  Adicionalmente,	
  la	
  forma	
  trun-­‐
cada	
  contiene	
  22	
  aminoácidos	
  nuevos	
  en	
  el	
  extremo	
  de	
  la	
  proteína.
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-­‐	
  Síndrome	
  de	
  Costello (CS),	
  causado	
  por	
  mutaciones	
  en	
  H-­‐RAS (Aoki	
  et	
  al.,	
  2005),	
  y	
  en
menor	
  medida	
  en	
  K-­‐RAS y	
  B-­‐RAF (Aoki	
  et	
  al.,	
  2008).

-­‐	
  Síndrome	
  de	
  LEOPARD (LS),	
  por	
  mutaciones	
  en	
  PTPN11,	
  RAF1,	
  o	
  B-­‐RAF  (Legius	
  et	
  al.,
2002;	
  Pandit	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Sarkozy	
  et	
  al.,	
  2009).

-­‐	
  Neurofibromatosis	
  tipo	
  1 (NF1),	
  generada	
  por	
  mutantes	
  en	
  NF1 (Cawthon	
  et	
  al.,	
  1990).

-­‐	
   Síndromes	
   cardio-­‐facio-­‐cutáneos (CFC),	
  asociados	
  a	
  mutaciones	
  en	
  B-­‐RAF,	
  K-­‐RAS,	
   y
menos	
  frecuentemente	
  en	
  MEK1/2 (Niihori	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Rodriguez-­‐Viciana	
  et	
  al.,	
  2006)	
  (Fi-­‐
gura  14).

La	
  mayoría	
  de	
  las	
  mutaciones	
  que	
  causan	
  estos	
  síndromes	
  también	
  producen	
  una	
  ganancia
de	
  función,	
  excepto	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  Neurofibromatosis	
  tipo	
  1	
  (Fernandez-­‐Medarde	
  and
Santos,	
  2011a).	
  La	
  mutación	
  que	
  afecta	
  al	
  gen	
  NF1 supone	
  una	
  pérdida	
  de	
  función,	
  si	
  bien
en	
  términos	
  de	
  señalización	
  global	
  esta	
  mutación	
  conduce	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  (pues	
  se
trata	
  de	
  una	
  proteína	
  GAP),	
  contribuyendo	
  igualmente	
  a	
  la	
  hiperactivación	
  de	
  la	
  ruta	
  de
Ras/MAPKs	
  (Figura  14).	
  Lógicamente,	
  el	
  estado	
  de	
  hiperactivación	
  que	
  producen	
  estas	
  mu-­‐
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Figura  14.  Enfermedades  humanas  asociadas  a  mutaciones  genes  de  la  ruta  Ras/MAPKs. La	
  ruta
de	
  señalización	
  Ras/MAPKs	
  controla	
  funciones	
  celulares	
  fundamentales	
  como	
  la	
  proliferación	
  celular,	
  diferen-­‐
ciación	
  y	
  supervivencia.	
  Se	
  han	
  encontrado	
  mutaciones	
  germinales	
  en	
  los	
  genes	
  que	
  codifican	
  prácticamente
todos	
  los	
  componentes	
  de	
  esta	
  ruta,	
  provocando	
  síndromes	
  del	
  desarrollo	
  y	
  enfermedades	
  como	
  la	
  neurofi-­‐
bromatosis	
  tipo	
  1	
  (causada	
  por	
  mutaciones	
  en	
  el	
  gen	
  NF1),	
  el	
  síndrome	
  de	
  Costello	
  (mutaciones	
  en	
  H-­‐RAS),
síndromes	
  cardio-­‐facio-­‐cutáneos	
  (mutaciones	
  en	
  K-­‐RAS,	
  B-­‐RAF,	
  y	
  MEK1/2),	
  síndrome	
  de	
  Leopard	
  mutaciones
en	
  PTPN11,	
  C-­‐RAF y	
  B-­‐RAF),	
  y	
  el	
  síndrome	
  de	
  Noonan	
  (mutaciones	
  en	
  PTPN11,	
  SOS1,	
  K-­‐RAS,	
  C-­‐RAF,	
  B-­‐RAF y
MEK1).	
  Todos	
  ellos	
  se	
  han	
  agrupado	
  en	
  una	
  familia	
  de	
  los	
  denominados	
  síndromes	
  	
  neuro-­‐cardio-­‐facio-­‐cutáneos
(NCFC).	
  Adaptada	
  de	
  Tidyman	
  and	
  Rauen,	
  2009.
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taciones	
  repercute	
  en	
  la	
  predisposición	
  de	
  los	
  pacientes	
  a	
  sufrir	
  cáncer.	
  Concretamente,
los	
  pacientes	
  con	
  NS	
  tienen	
  predisposición	
  a	
  desarrollar	
  tumores	
  sólidos	
  como	
  el	
  rabdo-­‐
miosarcoma,	
  y	
  enfermedades	
  mieloproliferativas,	
  en	
  especial	
  la	
  leucemia	
  juvenil	
  mielo-­‐
monocítica	
  (JMML)	
  (Denayer	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Sin	
  embargo,	
  los	
  casos	
  con	
  mutaciones	
  en	
  SOS1
no	
  parecen	
  tener	
  más	
  riesgo	
  de	
  desarrollar	
  cáncer	
  que	
  la	
  población	
  sana,	
  ni	
  tampoco	
  de
sufrir	
  JMML	
  (Kratz	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Swanson	
  et	
  al.,	
  2008).

4.2.3    Fibromatosis  gingival  hereditaria  tipo  1

La	
  fibromatosis	
  gingival	
  hereditaria	
  tipo	
  1,	
  HGF1	
  (Hereditary	
  gingival	
  fibromatosis	
  type	
  1),
es	
  una	
  condición	
  genética	
  rara,	
  autosómica	
  dominante,	
  caracterizada	
  por	
  un	
  crecimiento
benigno	
  de	
  la	
  encía	
  (gingiva).	
  Mediante	
  estudios	
  genéticos	
  se	
  ha	
  identificado	
  una	
  mutación
en	
  SOS1 presente	
  en	
  pacientes	
  con	
  HGF1.	
  Esta	
  mutación	
  consiste	
  en	
  la	
  inserción	
  de	
  una
citosina	
  que	
  origina	
  un	
  cambio	
  en	
  el	
  marco	
  de	
  lectura,	
  dando	
  lugar	
  a	
  un	
  codón	
  de	
  stop	
  pre-­‐
maturo.	
  Esto	
  genera	
  una	
  proteína	
  truncada	
  que	
  carece	
  de	
  gran	
  parte	
  de	
  la	
  región	
  C-­‐termi-­‐
nal	
  y	
  que	
  además	
  posee	
  22	
  aminoácidos	
  nuevos	
  en	
  el	
  extremo	
  C-­‐terminal	
  (Hakkinen	
  and
Csiszar,	
  2007;	
  Hart	
  et	
  al.,	
  2002)	
  (Figura  13).	
  Estas	
  modificaciones	
  confieren	
  una	
  ganancia
de	
  función,	
  tal	
  y	
  como	
  señalan	
  varios	
  trabajos	
  comentados	
  previamente,	
  en	
  los	
  que	
  la	
  de-­‐
leción	
  de	
  esta	
  región	
  incrementa	
  la	
  actividad	
  catalítica	
  de	
  Sos,	
  e	
  incluso	
  puede	
  estimular
su	
  potencial	
  transformante	
  in  vivo (Aronheim	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Sibilia	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Wang	
  et	
  al.,
1995).

Los	
  estudios	
  realizados	
  con	
  fibroblastos	
  procedentes	
  de	
  la	
  encía	
  de	
  pacientes	
  con	
  HGF1,
han	
  demostrado	
  que	
  existe	
  un	
  incremento	
  significativo	
  en	
  la	
  proliferación	
  de	
  estas	
  células,
tanto	
  en	
  cultivos	
  en	
  monocapa	
  como	
  en	
  cultivos	
  en	
  matrices	
  tridimensionales	
  (Lee	
  et	
  al.,
2006).	
  Los	
  niveles	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  ERK	
  en	
  fibroblastos	
  HGF1	
  son	
  más	
  elevados	
  que
en	
  fibroblastos	
  gingivales	
  de	
  individuos	
  sanos,	
  observándose	
  además	
  una	
  activación	
  de
ERK	
  mantenida	
  en	
  el	
  tiempo	
  que	
  depende	
  de	
  la	
  expresión	
  del	
  mutante	
  de	
  SOS1 (Jang	
  et
al.,	
  2007).	
  Consecuentemente,	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK	
  en	
  los	
  fibroblastos
HGF1	
  induce	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  proteínas	
  reguladoras	
  de	
  la	
  progresión	
  del
ciclo	
  celular,	
  tales	
  como	
  las	
  ciclinas	
  D,	
  ciclinas	
  E,	
  E2F	
  y	
  PCNA,	
  además	
  de	
  un	
  incremento	
  en
la	
  fosforilación	
  de	
  RB	
  en	
  comparación	
  con	
  fibroblastos	
  gingivales	
  sanos.	
  Estos	
  datos	
  pueden
explicar	
  el	
  efecto	
  hiperproliferativo	
  en	
  los	
  fibroblastos	
  HGF1	
  (Jang	
  et	
  al.,	
  2007).

La	
  inhibición	
  de	
  la	
  forma	
  mutante	
  de	
  SOS1	
  mediante	
  RNA	
  de	
  interferencia	
  en	
  fibroblastos
HGF1	
  reduce	
  considerablemente	
  la	
  proliferación	
  (Jang	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Esta	
  reducción	
  es	
  mayor
que	
  la	
  obtenida	
  mediante	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  forma	
  silvestre	
  de	
  SOS1,	
  apoyando	
  la	
  idea	
  de
que	
  la	
  principal	
  causa	
  de	
  la	
  hiperplasia	
  en	
  enfermos	
  con	
  HGF1	
  es	
  la	
  presencia	
  de	
  este	
  mu-­‐
tante	
  de	
  SOS1 en	
  estos	
  fibroblastos	
  (Jang	
  et	
  al.,	
  2007).
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4.2.4    Otras  patologías

Se	
  han	
  realizado	
  varios	
  estudios	
  con	
  genes	
  candidatos	
  para	
  encontrar	
  componentes	
  gené-­‐
ticos	
  que	
  contribuyan	
  a	
  la	
  predisposición	
  a	
  padecer	
  diabetes	
  tipo	
  2.	
  En	
  este	
  análisis	
  se	
  ha
identificado	
  una	
  asociación	
  significativa	
  de	
  SNPs (Single-­‐nucleotide	
  polimorphims)	
  de	
  SOS1
con	
  un	
  mayor	
  riesgo	
  de	
  sufrir	
  esta	
  enfermedad	
  (Barroso	
  et	
  al.,	
  2003).	
  En	
  un	
  estudio	
  pos-­‐
terior,	
  escogieron	
  los	
  mismos	
  genes	
  candidatos	
  utilizados	
  en	
  diabetes	
  para	
  buscar	
  genes
de	
  susceptibilidad	
  para	
  Alzheimer,	
  pues	
  existen	
  evidencias	
  sólidas	
  de	
  que	
  el	
  metabolismo
de	
  la	
  glucosa	
  y	
  la	
  señalización	
  por	
  Insulina	
  están	
  íntimamente	
  relacionados	
  con	
  la	
  aparición
de	
  la	
  enfermedad	
  de	
  Alzheimer.	
  En	
  este	
  estudio	
  encontraron	
  una	
  asociación	
  significativa
de	
  algunas	
  variantes	
  de	
  SOS2 con	
  la	
  predisposición	
  a	
  desarrollar	
  esta	
  enfermedad	
  (Hamil-­‐
ton	
  et	
  al.,	
  2007).

Como	
  curiosidad,	
  recientemente	
  se	
  ha	
  publicado	
  un	
  estudio	
  que	
  relaciona	
  SOS1 con	
  el	
  hir-­‐
sutismo,	
  un	
  trastorno	
  caracterizado	
  por	
  el	
  crecimiento	
  excesivo	
  de	
  vello	
  en	
  mujeres	
  si-­‐
guiendo	
  un	
  patrón	
  de	
  distribución	
  masculino	
  (generalmente	
  dependiente	
  de	
  andrógenos)
(Minella	
  et	
  al.,	
  2011).	
  En	
  este	
  trabajo	
  analizaron	
  el	
  perfil	
  transcripcional	
  de	
  tejido	
  epitelial
genital	
  de	
  pacientes	
  con	
  hirsutismo	
  severo,	
  y	
  encontraron	
  sobreexpresión	
  de	
  SOS1 en	
  todas
las	
  muestras	
  analizadas.	
  Además,	
  emplearon	
  una	
  línea	
  de	
  fibroblastos	
  dérmicos	
  normales
que	
  tras	
  24	
  horas	
  de	
  tratamiento	
  con	
  testosterona	
  y	
  DHT	
  (dihidrotestosterona)	
  mostraron
un	
  aumento	
  de	
  mRNA	
  y	
  proteína	
  de	
  SOS1	
  (Minella	
  et	
  al.,	
  2011).

Finalmente,	
  la	
  consideración	
  de	
  SOS1	
  como	
  diana	
  terapéutica,	
  no	
  sólo	
  en	
  los	
  síndromes
causados	
  por	
  mutaciones	
  en	
  SOS1	
  sino	
  también	
  en	
  cáncer,	
  no	
  ha	
  sido	
  seriamente	
  valorada
hasta	
  el	
  momento.	
  Varios	
  experimentos	
  con	
  células	
  procedentes	
  de	
  pacientes	
  con	
  HGF1,
y	
  también	
  con	
  cáncer	
  de	
  próstata,	
  están	
  demostrando	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  las	
  formas	
  mu-­‐
tantes	
  de	
  SOS1	
  disminuye	
  la	
  migración	
  y	
  proliferación	
  de	
  estos	
  tipos	
  celulares.	
  Estos	
  resul-­‐
tados	
  indican	
  que	
  SOS1	
  podría	
  considerarse	
  como	
  una	
  futura	
  diana	
  para	
  el	
  tratamiento	
  de
estas	
  patologías	
  (Jang	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Timofeeva	
  et	
  al.,	
  2009).	
  La	
  generación	
  de	
  modelos	
  ani-­‐
males	
  que	
  reproduzcan	
  estas	
  enfermedades	
  permitiría	
  valorar	
  por	
  un	
  lado,	
  si	
  estos	
  genes
representan	
  dianas	
  efectivas	
  y	
  por	
  otro,	
  la	
  eficacia	
  in  vivo de	
  los	
  fármacos	
  dirigidos	
  a	
  la	
  in-­‐
hibición	
  de	
  estos	
  mutantes.
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Objetivos
Como	
  hemos	
  explicado	
  en	
  la	
  introducción,	
  las	
  proteínas	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  presentan	
  un	
  alto
grado	
  de	
  homología	
  y	
  funcionan	
  como	
  GEFs	
  de	
  las	
  GTPasas	
  de	
  la	
  familia	
  Ras.	
  Sin	
  embargo,
el	
  grado	
  de	
  redundancia	
  o	
  especificidad	
  funcional	
  entre	
  ambas	
  no	
  se	
  ha	
  esclarecido	
  por
completo.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  in  vivo con	
  los	
  ratones	
  ko para	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  loci
apuntan	
  a	
  una	
  clara	
  especificidad	
  funcional,	
  revelando	
  un	
  papel	
  esencial	
  de	
  Sos1	
  en	
  el	
  des-­‐
arrollo	
  embrionario,	
  y	
  por	
  tanto	
  la	
  incapacidad	
  de	
  Sos2	
  para	
  compensar	
  su	
  ausencia.	
  Por
otro	
  lado,	
  apenas	
  se	
  han	
  realizado	
  estudios	
  comparativos	
  in	
  vitro	
  que	
  proporcionen	
  infor-­‐
mación	
  acerca	
  de	
  las	
  diferencias	
  en	
  la	
  función	
  biológica	
  de	
  cada	
  isoforma.

Por	
  estos	
  motivos,	
  nos	
  planteamos	
  los	
  siguientes	
  objetivos:

1.	
  Identificar	
  el	
  perfil	
  de	
  expresión	
  transcripcional	
  asociado	
  a	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2
en	
  condiciones	
  de	
  crecimiento	
  activo,	
  mediante	
  la	
  utilización	
  de	
  fibroblastos	
  embrio-­‐
narios	
  derivados	
  de	
  ratones	
  ko para	
  cada	
  una	
  de	
  estas	
  isoformas	
  (caracterización	
  ge-­‐
nómica).

2.	
  Caracterizar	
  funcionalmente	
  la	
  deficiencia	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  en	
  los	
  correspondientes	
  fi-­‐
broblastos	
  derivados	
  de	
  los	
  ratones	
  ko:

2.1.	
  Analizando	
  la	
  contribución	
  de	
  cada	
  isoforma	
  a	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  me-­‐
diadas	
  por	
  Ras.

2.2.	
  A	
  través	
  del	
  estudio	
  funcional	
  de	
  los	
  procesos	
  celulares	
  más	
  relevantes	
  afec-­‐
tados	
  por	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2.

3.	
  Comparar	
  y	
  validar	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  previamente	
  mediante	
  el	
  silenciamiento
estable	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  utilizando	
  RNA	
  de	
  interferencia	
  (shRNA)
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Materiales	
  y	
  Métodos	
  
1.  Inmortalización  de  fibroblastos  embrionarios  (MEFs)

Para	
  la	
  obtención	
  de	
  líneas	
  inmortalizadas	
  de	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  de	
  ratón	
  (MEFs),
partimos	
  de	
  cultivos	
  de	
  fibroblastos	
  primarios	
  en	
  pases	
  2-­‐4	
  que	
  habían	
  sido	
  congelados
previamente	
  tras	
  la	
  disgregación	
  mecánica	
  del	
  embrión	
  (9-­‐10	
  DPC).	
  Esta	
  disgregación	
  fue
realizada	
  en	
  tripsina-­‐EDTA	
  0,25%	
  (Gibco-­‐BRL)	
  durante	
  30	
  minutos	
  y	
  los	
  embriones	
  fueron
genotipados	
  por	
  PCR utilizando	
  DNA	
  de	
  los	
  sacos	
  vitelinos.	
  Los	
  cultivos	
  se	
  mantuvieron
creciendo	
  en	
  medio	
  DMEM	
  (Dulbecco’s	
  Modified	
  Eagle	
  Medium)	
  suplementado	
  con	
  10%
de	
  suero	
  bovino	
  fetal	
  (FBS)	
  hasta	
  el	
  pase	
  10-­‐15	
  aproximadamente	
  en	
  el	
  que	
  el	
  cultivo	
  sufre
la	
  denominada	
  “crisis	
  de	
  inmortalización”.	
  En	
  ese	
  momento,	
  la	
  mayoría	
  de	
  células	
  del	
  cul-­‐
tivo	
  muere,	
  excepto	
  aquellas	
  inmortalizadas	
  espontáneamente	
  que	
  serán	
  las	
  progenitoras
de	
  la	
  línea	
  celular.	
  Finalmente,	
  conseguimos	
  un	
  conjunto	
  de	
  líneas	
  MEFs	
  derivadas	
  de	
  em-­‐
briones	
  wt,	
  heterocigotos	
  para	
  Sos1	
  (ht-­‐Sos1),	
  ko	
  para	
  Sos1	
  (ko-­‐Sos1),	
  heterocigotos	
  para
Sos2	
  (ht-­‐Sos2),	
  y	
  ko	
  para	
  Sos2	
  (ko-­‐Sos2),	
  descritas	
  en	
  la	
  Tabla  1.	
  Adicionalmente,	
  subclo-­‐
namos	
  algunas	
  líneas	
  wt y	
  ko-­‐Sos1 utilizando	
  cilindros	
  de	
  clonación	
  de	
  8X8mm	
  (Millipore)
con	
  los	
  que	
  recogimos	
  grupos	
  de	
  células	
  con	
  aspecto	
  morfológico	
  similar	
  y	
  a	
  su	
  vez,	
  dife-­‐
rentes	
  al	
  resto	
  de	
  células	
  del	
  cultivo.	
  De	
  esta	
  forma	
  obtuvimos	
  líneas	
  celulares	
  diferentes
aunque	
  del	
  mismo	
  origen	
  embrionario.

2.  Cultivos  celulares

Condiciones	
  de	
  cultivo

Las	
  líneas	
  celulares	
  de	
  MEFs	
  inmortalizados	
  se	
  cultivaron	
  en	
  medio	
  DMEM	
  suplementado
con	
  10%	
  de	
  FBS,	
  2mM	
  de	
  glutamina,	
  50	
  unidades/ml	
  de	
  penicilina	
  y	
  50	
  μg/ml	
  de	
  estrep-­‐
tomicina	
  (todos	
  los	
  productos	
  de	
  Gibco,	
  Invitrogen).	
  El	
  cultivo	
  de	
  estas	
  líneas	
  celulares	
  se
realizó	
  sobre	
  placas	
  de	
  poliestireno	
  (BD	
  Bioscience)	
  en	
  un	
  incubador	
  a	
  37oC	
  y	
  una	
  atmósfera
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al	
  5%	
  de	
  CO2 y	
  98%	
  de	
  humedad	
  relativa.	
  Los	
  pases	
  se	
  realizaron	
  lavando	
  el	
  cultivo	
  dos
veces	
  con	
  PBS estéril	
  (precalentado	
  a	
  37oC),	
  e	
  incubando	
  las	
  células	
  con	
  tripsina-­‐EDTA
0,25%	
  (Gibco,	
  Invitrogen)	
  durante	
  1-­‐5	
  minutos	
  a	
  37oC,	
  tras	
  los	
  cuales	
  se	
  neutralizó	
  la	
  tripsina
con	
  medio	
  de	
  cultivo	
  fresco.	
  Posteriormente,	
  la	
  suspensión	
  celular	
  se	
  transfirió	
  a	
  nuevas
placas	
  de	
  cultivo	
  realizando	
  la	
  dilución	
  adecuada.

Para	
  todos	
  los	
  experimentos	
  realizados,	
  incluidos	
  los	
  estudios	
  con	
  microarrays	
  de	
  expre-­‐
sión,	
  se	
  utilizaron	
  cultivos	
  celulares	
  subconfluentes,	
  que	
  se	
  encuentran	
  en	
  crecimiento	
  ex-­‐
ponencial	
  y	
  por	
  tanto	
  presentan	
  transcripción	
  y	
  síntesis	
  de	
  proteínas	
  activas.	
  Para	
  los
estudios	
  de	
  señalización,	
  fue	
  necesario	
  inicialmente	
  privar	
  de	
  suero	
  a	
  los	
  cultivos	
  subcon-­‐
fluentes	
  durante	
  4	
  horas	
  o	
  toda	
  la	
  noche	
  (12-­‐16	
  horas)	
  (especificado	
  en	
  cada	
  caso)	
  utili-­‐
zando	
  medio	
  DMEM	
  con	
  todos	
  los	
  suplementos	
  mencionados	
  anteriormente	
  excepto	
  el
FBS.	
  Posteriormente,	
  los	
  cultivos	
  privados	
  de	
  suero	
  fueron	
  estimulados	
  con	
  20%	
  FBS	
  o	
  con
factores	
  de	
  crecimiento	
  específicos,	
  como	
  PDGF	
  50ng/ml	
  (Sigma)	
  y	
  EGF	
  50ng/ml	
  (Sigma)
durante	
   los	
   tiempos	
   indicados.	
   El	
   tratamiento	
   con	
   el	
   inhibidor	
   de	
   PI3K,	
  Wortmanina
(Sigma),	
  se	
  realizó	
  a	
  una	
  concentración	
  final	
  de	
  100nM	
  durante	
  1	
  hora,	
  después	
  de	
  12	
  horas
de	
  privación	
  de	
  suero,	
  y	
  antes	
  de	
  la	
  estimulación	
  con	
  20%	
  FBS.	
  Por	
  último,	
  el	
  tratamiento
con	
  el	
  agente	
  oxidante	
  tBHP	
  (tert-­‐butyl	
  hydroperoxide)	
  (Sigma)	
  se	
  realizó	
  durante	
  2	
  horas
a	
  una	
  concentración	
  de	
  50μM	
  o	
  300μM	
  (especificado	
  en	
  cada	
  caso),	
  tras	
  las	
  cuales	
  se	
  retiró
el	
  tratamiento	
  y	
  se	
  sustituyó	
  por	
  medio	
  de	
  cultivo	
  fresco.

3.  Extracción  de  DNA

Para	
  confirmar	
  el	
  genotipo	
  de	
  las	
  líneas	
  de	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  inmortalizados	
  en	
  el
laboratorio	
  y	
  utilizados	
  en	
  este	
  trabajo,	
  extrajimos	
  DNA	
  genómico	
  de	
  cultivos	
  celulares	
  de
todos	
  los	
  genotipos.	
  Las	
  placas	
  fueron	
  colocadas	
  sobre	
  hielo	
  y	
  lavadas	
  dos	
  veces	
  con	
  PBS

Genotipo
Número  de  líneas  de
embriones  diferentes

Número  total  de
líneas  disponibles

Tipo  celular

wt 5	
  originales a 5	
  +	
  2	
  líneas	
  subclonadas b MEFs	
  inmortalizados

ht-­‐Sos1 3	
  originales 3 MEFs	
  inmortalizados

ko-­‐Sos1 2	
  originales 2	
  +	
  2	
  líneas	
  subclonadas	
  b MEFs	
  inmortalizados

ht-­‐Sos2 2	
  originales 2 MEFs	
  inmortalizados

ko-­‐Sos2 2	
  originales 2 MEFs	
  inmortalizados

Tabla  1.  Información  general  sobre  las  líneas  celulares  utilizadas.	
  Todas	
  las	
  líneas	
  utilizadas	
  en	
  este
trabajo	
  son	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  de	
  ratón	
  (Mouse	
  Embryonic	
  Fibroblast,	
  MEFs)	
  inmortalizados	
  de	
  forma
espontánea.	
  Las	
  líneas	
  proceden	
  de	
  embriones	
  de	
  dos	
  ratones	
  knockout distintos	
  (ratón	
  ko para	
  Sos1	
  y	
  el	
  ko
para	
  Sos2),	
  generados	
  con	
  estirpes	
  diferentes	
  de	
  células	
  madre	
  embrionarias.	
  a En	
  el	
  grupo	
  de	
  las	
  5	
  líneas	
  con
genotipo	
  wt,	
  2	
  proceden	
  del	
  fondo	
  genético	
  del	
  ratón	
  ko para	
  Sos1	
  y	
  3	
  del	
  ko para	
  Sos2.	
  b Algunas	
  líneas	
  han
sido	
  subclonadas	
  desde	
  las	
  originales,	
  obteniendo	
  líneas	
  diferentes	
  aunque	
  del	
  mismo	
  origen	
  embrionario.
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frío	
  (sin	
  Ca+2 y	
  sin	
  Mg+2).	
  Para	
  recoger	
  las	
  células	
  se	
  añadió	
  PBS	
  frío	
  (sin	
  Ca2+,	
  sin	
  Mg2+)	
  con
EDTA 1mM	
  y	
  se	
  levantaron	
  con	
  ayuda	
  de	
  un	
  rascador.	
  La	
  suspensión	
  celular	
  se	
  centrifugó
a	
  1500	
  rpm,	
  10	
  minutos	
  y	
  a	
  4oC,	
  tras	
  lo	
  cual	
  eliminamos	
  el	
  sobrenadante,	
  lavamos	
  las	
  células
en	
  5-­‐10	
  volúmenes	
  de	
  PBS	
  frío	
  (sin	
  Ca2+,	
  sin	
  Mg2+ y	
  con	
  EDTA	
  1mM),	
  y	
  repetimos	
  la	
  centri-­‐
fugación	
  anterior.	
  Las	
  células	
  se	
  resuspenden	
  en	
  1ml	
  de	
  TE	
  (Tris-­‐HCl	
  10mM	
  pH	
  7.0-­‐8.5	
  y
EDTA	
  1mM)	
  por	
  cada	
  5	
  x	
  107 células.	
  A	
  continuación,	
  añadimos	
  tampón	
  de	
  lisis	
  (Tris	
  100mM
pH	
  8.0,	
  EDTA	
  5mM	
  pH	
  8.0,	
  NaCl	
  200mM,	
  SDS 0,2%	
  y	
  H2O	
  Milli-­‐Q)	
  junto	
  con	
  100μl	
  de	
  pro-­‐
teinasa	
  K	
  (Roche)	
  por	
  cada	
  8ml	
  de	
  tampón	
  de	
  lisis,	
  añadida	
  en	
  fresco.	
  Incubamos	
  toda	
  la
noche	
  en	
  agitación	
  a	
  37oC,	
  y	
  al	
  día	
  siguiente	
  añadimos	
  1	
  vol	
  de	
  fenol/cloroformo/alcohol
isoamílico	
  (25:24:1;	
  Invitrogen)	
  para	
  la	
  extracción	
  del	
  DNA.	
  Mezclamos	
  suavemente	
  durante
10	
  minutos	
  y	
  centrifugamos	
  a	
  2000	
  rpm,	
  10	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Tras	
  la	
  cen-­‐
trifugación	
  recogimos	
  la	
  fase	
  acuosa,	
  en	
  la	
  que	
  se	
  encuentra	
  el	
  DNA.	
  Para	
  precipitar	
  el	
  DNA
utilizamos	
  2	
  volúmenes	
  de	
  etanol	
  100%	
  y	
  centrifugamos	
  a	
  2000	
  rpm	
  durante	
  10	
  minutos
a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Posteriormente	
  eliminamos	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  lavamos	
  el	
  preci-­‐
pitado	
  con	
  1	
  volumen	
  de	
  etanol	
  70%,	
  volvimos	
  a	
  centrifugar	
  en	
  las	
  mismas	
  condiciones,
desechamos	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  dejamos	
  secar	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Por	
  último,	
  el	
  DNA
precipitado	
  de	
  cada	
  genotipo	
  lo	
  resuspendimos	
  en	
  100-­‐150μl	
  de	
  agua	
  MQ,	
  dependiendo
de	
  la	
  cantidad	
  de	
  células	
  presentes	
  en	
  el	
  cultivo	
  de	
  partida	
  (2-­‐3	
  placas	
  de	
  100mm	
  en	
  120μl
de	
  agua	
  MQ)

El	
  DNA	
  obtenido	
  se	
  utilizó	
  para	
  genotipar	
  las	
  líneas	
  celulares	
  mediante	
  PCR	
  siguiendo	
  el
protocolo	
  descrito	
  previamente	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Las	
  líneas	
  fueron	
  designadas	
  como
MEFs	
  wt (homocigoto	
  silvestre),	
  ht-­‐Sos1 (heterocigoto	
  para	
  Sos1),	
  ko-­‐Sos1 (homocigoto
knockout para	
  Sos1),	
  ht-­‐Sos2 (heterocigoto	
  para	
  Sos2),	
  y	
  ko-­‐Sos2 (homocigoto	
  knockout
para	
  Sos2).

4.  Extracción  de  RNA

La	
  extracción	
  de	
  RNA total	
  de	
  las	
  líneas	
  celulares	
  se	
  realizó	
  mediante	
  el	
  protocolo	
  de	
  ex-­‐
tracción	
  con	
  Trizol® (Invitrogen).	
  Una	
  vez	
  alcanzada	
  la	
  confluencia	
  adecuada	
  (75-­‐90%,	
  sub-­‐
confluentes),	
  las	
  placas	
  de	
  cultivo	
  se	
  colocaron	
  sobre	
  hielo,	
  se	
  retiró	
  el	
  medio,	
  se	
  lavaron
con	
  PBS	
  frío	
  dos	
  veces	
  y	
  se	
  añadió	
  1	
  ml	
  de	
  Trizol® por	
  placa	
  de	
  100mm.	
  Con	
  ayuda	
  de	
  una
pipeta,	
  se	
  levantaron	
  y	
  lisaron	
  las	
  células	
  bañadas	
  en	
  Trizol®.	
  El	
  lisado	
  celular	
  fue	
  recogido
en	
  un	
  eppendorf,	
  y	
  tras	
  una	
  incubación	
  de	
  5	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  (para	
  per-­‐
mitir	
  la	
  disociación	
  de	
  los	
  complejos	
  ribonucleoprotéicos),	
  se	
  añadieron	
  200μl	
  de	
  cloro-­‐
formo	
   (Panreac).	
   Tras	
  agitar	
   vigorosamente	
  durante	
  15	
   segundos,	
   incubamos	
  otros	
  3
minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente,	
  y	
  centrifugamos	
  a	
  12000	
  rpm,	
  durante	
  15	
  minutos	
  a	
  4oC
(para	
  generar	
  las	
  distintas	
  fases).	
  Se	
  formaron	
  3	
  fases:	
  la	
  fase	
  inferior	
  de	
  color	
  rojo	
  fenol/clo-­‐
roformo	
  (proteínas),	
  una	
  interfase	
  de	
  color	
  blanquecino	
  (DNA),	
  y	
  una	
  fase	
  superior	
  acuosa
(RNA).	
  La	
  fase	
  acuosa	
  se	
  separó	
  de	
  las	
  demás	
  con	
  cuidado	
  y	
  se	
  transfirió	
  a	
  un	
  tubo	
  nuevo.
A	
  continuación	
  se	
  añadieron	
  500μl	
  de	
  isopropanol	
  (Merck)	
  para	
  precipitar	
  el	
  RNA,	
  se	
  incubó
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10	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  y	
  posteriormente	
  se	
  centrifugó	
  a	
  12000	
  rpm	
  durante
10	
  minutos	
  a	
  4oC.	
  Se	
  eliminó	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  el	
  pellet	
  (precipitado	
  de	
  RNA)	
  fue	
  lavado
con	
  1	
  volumen	
  (1ml)	
  de	
  etanol	
  70%	
  agitando	
  en	
  vórtex.	
  Tras	
  una	
  nueva	
  centrifugación	
  a
velocidad	
  máxima,	
  durante	
  5	
  minutos	
  a	
  4oC,	
  se	
  eliminó	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  se	
  dejó	
  secar	
  el
pellet	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Finalmente,	
  el	
  RNA	
  se	
  resuspendió	
  en	
  100μl	
  de	
  agua	
  DEPC
(DiethylenePyrocarbonate,	
  Ambion)	
  incubando	
  10	
  minutos	
  a	
  60oC.

A	
  continuación,	
  llevamos	
  a	
  cabo	
  la	
  purificación	
  del	
  RNA,	
  un	
  paso	
  necesario	
  para	
  la	
  siguiente
hibridación	
  con	
  microarrays	
  de	
  expresión,	
  así	
  como	
  para	
  la	
  realización	
  de	
  PCR	
  a	
  tiempo
real	
  o	
  PCR	
  cuantitativa.	
  Para	
  la	
  purificación	
  del	
  RNA	
  se	
  utilizó	
  el	
  kit	
  de	
  columnas	
  RNeasy®
Mini	
  Kit	
  (Qiagen)	
  según	
  especifican	
  las	
  instrucciones	
  del	
  fabricante.	
  Todos	
  los	
  pasos	
  se	
  re-­‐
alizaron	
  a	
  temperatura	
  ambiente,	
  y	
  además,	
  llevamos	
  a	
  cabo	
  la	
  digestión	
  en	
  columna	
  con
DNAsa	
  (opcional	
  en	
  el	
  protocolo)	
  para	
  eliminar	
  la	
  contaminación	
  con	
  DNA	
  genómico	
  en
todas	
  las	
  muestras.	
  Posteriormente,	
  la	
  concentración	
  y	
  pureza	
  del	
  RNA	
  se	
  valoraron	
  en	
  el
espectrofotómetro	
  “ND1000”	
  (Nanodrop).

5.  Hibridación  con  microarrays  de  expresión  

5.1  Descripción  de  las  muestras

Las	
  muestras	
  utilizadas	
  para	
  la	
  hibridación	
  con	
  microarrays	
  de	
  expresión	
  se	
  encuentran
descritas	
  en	
  la	
  Tabla  2.	
  Están	
  divididas	
  en	
  dos	
  grupos,	
  dependiendo	
  de	
  la	
  colonia	
  murina
de	
  procedencia	
  (pues	
  ambas	
  colonias	
  están	
  generadas	
  con	
  estirpes	
  diferentes	
  de	
  células
madre	
  embrionarias):	
  ratones	
  modificados	
  para	
  Sos1	
  o	
  para	
  Sos2.	
  El	
  número	
  de	
  réplicas
utilizado	
  para	
  cada	
  genotipo	
  está	
  descrito	
  en	
  la	
  misma	
  tabla,	
  Tabla  2,	
  especificándose	
  tam-­‐
bién	
  la	
  cantidad	
  de	
  estas	
  réplicas	
  que	
  proceden	
  de	
  embriones	
  diferentes	
  (réplicas	
  biológi-­‐
cas).	
  Aquellas	
  réplicas	
  que	
  por	
  el	
  contrario	
  proceden	
  del	
  mismo	
  embrión,	
  corresponden	
  a
las	
  mismas	
  líneas	
  subclonadas,	
  o	
  que	
  se	
  encuentran	
  en	
  un	
  pase	
  diferente.	
  La	
  condición	
  en
la	
  que	
  se	
  clasifica	
  cada	
  genotipo	
  y	
  por	
  tanto	
  cada	
  muestra,	
  y	
  el	
  contraste	
  utilizado	
  en	
  el
análisis	
  de	
  los	
  datos,	
  constituyen	
  las	
  columnas	
  restantes	
  de	
  la	
  Tabla  2 y	
  se	
  explicarán	
  en	
  la
siguiente	
  sección	
  (sección	
  6,	
  pág.	
  48).

5.2  Hibridación  con  microarrays  GeneChip® de  Affymetrix

La	
  hibridación	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  RNA	
  de	
  cada	
  genotipo	
  con	
  microarrays	
  de	
  expresión	
  de
Affymetrix	
  fue	
  realizada	
  en	
  la	
  Unidad	
  de	
  Genómica	
  del	
  CIC	
  de	
  acuerdo	
  con	
  el	
  siguiente
protocolo	
  resumido:	
  

Inicialmente,	
  se	
  evaluó	
  la	
  integridad	
  y	
  pureza	
  (ausencia	
  de	
  contaminación	
  de	
  DNA)	
  de	
  las
muestras	
  de	
  RNA	
  total	
  purificadas	
  utilizando	
  el	
  chip	
  “Agilent	
  2100	
  Bioanalyzer”	
  (Agilent
Technologies),	
  un	
  sistema	
  miniaturizado	
  de	
  electroforesis	
  que	
  permite	
  evaluar	
  concentra-­‐
ciones	
  mínimas	
  de	
  RNA.	
  La	
  relación	
  entre	
  las	
  áreas	
  producidas	
  por	
  los	
  RNA	
  ribosómicos
(rRNA)	
  28S	
  y	
  18S	
  debe	
  estar	
  entre	
  1.8-­‐2.1,	
  siendo	
  este	
  parámetro	
  el	
  principal	
  indicador	
  de



Introducción

calidad.	
  Un	
  ratio	
  distinto	
  al	
  mencionado	
  refleja	
  la	
  degradación	
  parcial	
  de	
  la	
  muestra	
  o	
  la
presencia	
  de	
  contaminantes.

A	
  continuación,	
  una	
  vez	
  cuantificadas	
  y	
  comprobada	
  la	
  integridad	
  de	
  las	
  muestras,	
  se	
  pro-­‐
cede	
  a	
  retrotranscribir	
  el	
  RNA	
  usando	
  el	
  kit	
  “One	
  Cycle	
  cDNA	
  Synthesis”	
  (Affymetrix),	
  que
hace	
  uso	
  de	
  un	
  protocolo	
  típico	
  de	
  retrotranscripción	
  con	
  oligo	
  dT	
  que	
  incluye	
  la	
  secuencia
del	
  promotor	
  de	
  la	
  polimerasa	
  del	
  fago	
  T7.	
  La	
  reacción	
  es	
  purificada	
  mediante	
  fenol/clo-­‐
roformo	
  y	
  precipitación	
  con	
  etanol,	
  incluyendo	
  el	
  reactivo	
  “PLG-­‐Phase	
  Lock	
  Gels”	
  (Eppen-­‐
dorf),	
   que	
   forma	
   una	
   barrera	
   inerte	
   entre	
   las	
   fases	
   acuosa	
   y	
   orgánica	
   facilitando	
   la
extracción.

Tras	
  ello,	
  el	
  cDNA (DNA	
  complementario)	
  generado	
  se	
  transcribe	
  in	
  vitro	
  en	
  presencia	
  de
nucleótidos	
  biotinilados	
  y	
  enzima	
  T7	
  RNA	
  polimerasa	
  para	
  generar	
  cRNA	
  marcado,	
  para	
  lo
cual	
  se	
  utiliza	
  el	
  kit	
  BioArray	
  RNA	
  labeling	
  (Enzo),	
  que	
  además	
  consigue	
  una	
  amplificación
lineal	
  de	
  entre	
  40	
  y	
  80	
  veces.	
  Al	
  finalizar	
  la	
  reacción,	
  ésta	
  se	
  somete	
  a	
  una	
  nueva	
  purifica-­‐
ción.	
  A	
  continuación,	
  el	
  cRNA	
  es	
  fragmentado	
  obteniéndose	
  tamaños	
  de	
  entre	
  35	
  y	
  200
pb,	
  óptimos	
  para	
  una	
  correcta	
  hibridación	
  con	
  el	
  microarray,	
  mediante	
  fragmentación	
  al-­‐
calina	
  por	
  adición	
  de	
  2μl	
  de	
  tampón	
  de	
  fragmentación	
  5X	
  (Tris-­‐acetato	
  200mM	
  pH	
  8.1,
KOAc	
  500mM,	
  MgOAc	
  150	
  mM)	
  por	
  cada	
  8μl	
  de	
  cRNA	
  e	
  incubación	
  a	
  94oC	
  durante	
  35	
  mi-­‐
nutos.	
  El	
  resultado	
  se	
  comprueba	
  mediante	
  electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa.

Finalmente,	
  el	
  cRNA	
  fragmentado,	
  junto	
  con	
  los	
  controles	
  internos	
  de	
  la	
  transcripción,	
  hi-­‐
bridación	
  y	
  marcaje,	
  se	
  añaden	
  al	
  microarray	
  de	
  Affymetrix	
  GeneChip® Mouse  Genome

430  2.0  Array (empleado	
  en	
  nuestro	
  estudio)	
  y	
  se	
  incuban	
  durante	
  16	
  horas	
  a	
  45oC	
  con	
  ro-­‐
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Genotipo
Ratón  knockout
de  procedencia

Número  de  réplicasa

(procedentes  de

embriones  distintos)

Condición
Contraste  utilizado  en
análisis  de  microarrays

wt Sos1 6	
  (2) Control

ko-­‐Sos1    vs    Controlht-­‐Sos1 Sos1 5	
  (3) Control

ko-­‐Sos1 Sos1 6	
  (2) Knockout Sos1

wt Sos2 3	
  (3) Control

ko-­‐Sos2    vs    Controlht-­‐Sos2 Sos2 2	
  (2) Control

ko-­‐Sos2 Sos2 3	
  (2) Knockout Sos2

Tabla  2.  Líneas  celulares  utilizadas  en  los  microarrays  de  expresión. Las	
  muestras	
  procedentes	
  de	
  las
líneas	
  derivadas	
  de	
  los	
  ratones	
  ko para	
  Sos1	
  y	
  ko	
  para	
  Sos2	
  fueron	
  comparadas	
  y	
  analizadas	
  en	
  dos	
  grupos	
  di-­‐
ferentes.	
  A	
  pesar	
  de	
  que	
  todas	
  las	
  líneas	
  fueron	
  normalizadas	
  en	
  conjunto,	
  los	
  contrastes	
  con	
  los	
  que	
  obtuvimos
los	
  transcritos	
  diferencialmente	
  expresados	
  se	
  realizaron	
  por	
  separado.	
  Los	
  contrastes	
  analizados	
  incluyen	
  las
muestras	
  wt y	
  ht en	
  la	
  misma	
  condición	
  (Control).a El	
  número	
  de	
  réplicas	
  utilizado	
  para	
  cada	
  genotipo	
  está	
  in-­‐
dicado	
  en	
  la	
  tercera	
  columna;	
  las	
  líneas	
  procedentes	
  de	
  embriones	
  diferentes	
  vienen	
  indicadas	
  dentro	
  del	
  pa-­‐
réntesis	
   (réplicas	
   biológicas).	
   El	
   resto	
   de	
   réplicas,	
   procedentes	
   por	
   tanto	
   de	
   los	
   mismos	
   embriones,
corresponden	
  a	
  las	
  mismas	
  líneas	
  en	
  un	
  pase	
  diferente,	
  o	
  a	
  las	
  líneas	
  subclonadas.	
  



tación	
  constante	
  a	
  0,4	
  g	
  en	
  el	
  horno	
  de	
  hibridación	
  GeneChip	
  Hybridization	
  Oven	
  640	
  (Affy-­‐
metrix).	
  Después	
  se	
  realiza	
  la	
  tinción	
  con	
  estreptavidina-­‐ficoeritrina	
  (SAPE)	
  en	
  la	
  unidad
de	
  procesado	
  GeneChip	
  Fluidics	
  Station	
  (Affymetrix).	
  Esta	
  unidad	
  se	
  encarga	
  igualmente
de	
  los	
  lavados	
  finales.	
  La	
  unidad	
  de	
  escaneado	
  GeneArray	
  (Affymetrix)	
  adquiere	
  la	
  señal
de	
  fluorescencia	
  y	
  digitaliza	
  los	
  resultados.	
  El	
  programa	
  informático	
  asociado	
  GCOS	
  (Gene
Chip	
  Operating	
  System,	
  Affymetrix)	
  procesa	
  inicialmente	
  los	
  datos,	
  calculando	
  los	
  valores
de	
  calidad	
  de	
  la	
  hibridación	
  (entre	
  otras	
  la	
  comparabilidad	
  de	
  las	
  muestras	
  hibridadas	
  y	
  la
longitud	
  de	
  los	
  mRNA	
  hibridados).

6.  Análisis  de  los  datos  de  Microarrays  de  expresión

El	
  análisis	
  de	
  los	
  datos	
  de	
  microarrays	
  consta	
  de	
  varias	
  etapas:	
  (1)	
  normalización	
  y	
  cálculo
de	
  la	
  señal,	
  (2)	
  análisis	
  estadístico	
  de	
  la	
  expresión	
  diferencial	
  entre	
  las	
  condiciones	
  de	
  es-­‐
tudio,	
  y	
  (3)	
  análisis	
  funcional.

(1)	
  Normalización	
  y	
  cálculo	
  de	
  la	
  señal:

Inicialmente,	
  se	
  aplicó	
  el	
  algoritmo	
  RMA (Robust	
  Multi-­‐array	
  Average)	
  (Irizarry	
  et	
  al.,	
  2003a;
Irizarry	
  et	
  al.,	
  2003b)	
  a	
  los	
  datos	
  crudos	
  de	
  fluorescencia	
  procedentes	
  de	
  cada	
  muestra	
  (de
cada	
  hibridación).	
  Este	
  algoritmo:	
  

(i)	
  elimina	
  el	
  ruido	
  de	
  fondo,	
  

(ii)	
  normaliza	
  por	
  cuantiles,	
  

(iii)	
  calcula	
  la	
  señal	
  de	
  cada	
  probeset en	
  todas	
  las	
  muestras.	
  

En	
  nuestro	
  estudio,	
  utilizamos	
  una	
  versión	
  modificada	
  del	
  RMA,	
  ProbePacket  2 (PP2).	
  Esta
modificación	
  aporta	
  algunas	
  ventajas	
  al	
  algoritmo	
  RMA:	
  en	
  primer	
  lugar,	
  realiza	
  un	
  aline-­‐
amiento	
  previo	
  de	
  todas	
  las	
  sondas	
  (deshaciendo	
  el	
  concepto	
  de	
  probeset)	
  con	
  las	
  secuen-­‐
cias	
  del	
  genoma	
  de	
  ratón	
  recogidas	
  en	
  la	
  base	
  de	
  datos	
  de	
  Ensembl	
  (www.ensembl.org).
Esto	
  permite	
  descartar	
  sondas	
  que	
  hibridan	
  con	
  intrones,	
  con	
  regiones	
  intergénicas,	
  y	
  son-­‐
das	
  inespecíficas	
  (aquellas	
  que	
  hibridan	
  con	
  más	
  de	
  un	
  locus).	
  En	
  segundo	
  lugar,	
  RMA	
  ex-­‐
cluye	
  del	
  análisis	
  aquellas	
  sondas	
  que	
  considera	
  outliers aplicando	
  medianas	
  consecutivas.
En	
  PP2,	
  este	
  cálculo	
  consiste	
  en	
  el	
  sumatorio	
  de	
  la	
  señal	
  de	
  todas	
  las	
  sondas	
  que	
  detectan
un	
  mismo	
  transcrito	
  (agrupadas	
  tras	
  el	
  alineamiento),	
  evitando	
  así	
  la	
  eliminación	
  de	
  outliers
(que	
  pueden	
  aportar	
  información	
  biológica	
  importante).

(2)	
  Análisis	
  estadístico	
  de	
  la	
  expresión	
  diferencial:

El	
  estudio	
  de	
  la	
  expresión	
  diferencial	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  aplicando	
  el	
  algoritmo	
  SAM (Signifi-­‐
cance	
  Analysis	
  of	
  Microarrays)	
  (Tusher	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Este	
  algoritmo	
  calcula	
  un	
  valor	
  de	
  di-­‐
ferencia	
  de	
  expresión	
  (d-­‐value)	
  que	
  se	
  define	
  como	
  el	
  cociente	
  entre	
  la	
  diferencia	
  directa
de	
  expresión	
  (entre	
  grupos)	
  y	
  la	
  suma	
  de	
  la	
  dispersión	
  de	
  las	
  réplicas	
  de	
  cada	
  grupo.	
  Ade-­‐
más,	
  SAM	
  calcula	
  la	
  tasa	
  de	
  falsos	
  positivos	
  o	
  FDR (False	
  Discovery	
  Rate)	
  mediante	
  la	
  rea-­‐
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lización	
  de	
  cientos	
  de	
  permutaciones	
  de	
  los	
  elementos	
  respecto	
  a	
  los	
  grupos	
  definidos	
  por
el	
  usuario.	
  

Contrastes	
  y	
  definición	
  de	
  los	
  grupos:

Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  los	
  genotipos	
  de	
  las	
  líneas	
  disponibles	
  procedían	
  de	
  colonias	
  de
ratones	
  ko distintas	
  (generadas	
  con	
  estirpes	
  diferentes	
  de	
  células	
  madre	
  embrionarias),	
  el
análisis	
  estadístico	
  SAM	
  se	
  aplicó	
  por	
  separado	
  a	
  las	
  muestras	
  procedentes	
  de	
  cada	
  colonia.
Por	
  tanto,	
  se	
  realizaron	
  dos	
  contrastes	
  independientes:	
  un	
  contraste	
  para	
  ko-­‐Sos1 y	
  otro
para	
  ko-­‐Sos2,	
  como	
  se	
  describe	
  en	
  la	
  Tabla  2 (pág.	
  47).

Por	
  otro	
  lado,	
  para	
  la	
  aplicación	
  de	
  SAM	
  las	
  muestras	
  se	
  agruparon	
  en	
  dos	
  condiciones	
  de
estudio	
  (grupos):	
  ko (knockout)	
  y	
  Control,	
  ésta	
  última	
  constituida	
  por	
  las	
  muestras	
  de	
  MEFs
wt y	
  ht.	
  Ambos	
  genotipos	
  fueron	
  incluidos	
  en	
  el	
  grupo	
  Control	
  tras	
  comprobar	
  que	
  pre-­‐
sentaban	
  un	
  comportamiento	
  transcripcional	
  similar.	
  Observamos	
  que	
  la	
  incorporación	
  de
las	
  muestras	
  ht junto	
  con	
  wt disminuyó	
  el	
  número	
  de	
  falsos	
  positivos	
  (o	
  dicho	
  de	
  otro
modo,	
  aumentó	
  el	
  número	
  de	
  transcritos	
  significativos),	
  mejorando	
  los	
  resultados	
  estadís-­‐
ticos	
  en	
  ambos	
  casos	
  (contrastes	
  para	
  Sos1	
  y	
  para	
  Sos2)	
  (Figura  15).	
  De	
  hecho,	
  se	
  exami-­‐
naron	
  los	
  transcritos	
  significativos	
  obtenidos	
  tras	
  comparar	
  ko  vs  wt,	
  y	
  ko  vs  wt+ht (para
las	
  “muestras	
  Sos1”	
  y	
  para	
  las	
  “muestras	
  Sos2”)	
  y	
  comprobamos	
  una	
  clara	
  coincidencia
cualitativa,	
  demostrando	
  que	
  las	
  muestras	
  wt y	
  ht pueden	
  ser	
  agrupadas	
  en	
  la	
  misma	
  con-­‐
dición	
  y	
  así	
  aumentar	
  el	
  tamaño	
  muestral.
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Figura  15.  Definición  de  los  grupos  muestrales. Cada	
  curva	
  corresponde	
  a	
  un	
  análisis	
  SAM	
  representado
por	
  el	
  número	
  de	
  falsos	
  positivos	
  (eje	
  Y)	
  respecto	
  al	
  número	
  de	
  transcritos	
  significativos	
  obtenidos	
  (eje	
  X).	
  Se
realizaron	
  tres	
  contrastes	
  diferentes	
  en	
  los	
  que	
  las	
  muestras	
  ht se	
  agruparon	
  con	
  las	
  muestras	
  ko (ht  +  ko  vs
wt)	
  con	
  las	
  muestras	
  wt (ko  +  ht  vs  wt)	
  o	
  no	
  se	
  incluyeron	
  (ko  vs  wt).	
  El	
  análisis	
  estadístico	
  SAM	
  se	
  aplicó	
  por
separado	
  a	
  las	
  muestras	
  de	
  microarrays	
  procedentes	
  de	
  MEFs	
  derivados	
  de	
  “ratones	
  Sos1”	
  (A) y	
  de	
  “ratones
Sos2”	
  (B).	
  



(3)	
  Análisis	
  funcional:

El	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  resultados	
  se	
  realizó	
  con	
  DAVID,	
  un	
  programa	
  que	
  usa	
  Gene	
  On-­‐
tology	
  entre	
  otras	
  bases	
  de	
  datos	
  funcionales	
  (http://david.abcc.ncifcrf.gov/).	
  DAVID	
  evalúa
estadísticamente	
  el	
  enriquecimiento	
  en	
  términos	
  GO de	
  tu	
  lista	
  respecto	
  a	
  la	
  anotación	
  en
el	
  genoma	
  completo,	
  asociando	
  un	
  p-­‐valor	
  al	
  enriquecimiento	
  observado.	
  Posteriormente,
DAVID	
  clasifica	
  los	
  términos	
  enriquecidos	
  en	
  grupos	
  de	
  “términos	
  GO	
  redundantes”	
  (que
comparten	
  la	
  mayoría	
  de	
  sus	
  genes	
  anotados).	
  Éstos	
  llevan	
  asociado	
  un	
  valor	
  de	
  enrique-­‐
cimiento	
  o	
  ES	
  (Enrichment	
  Score)	
  que	
  refleja	
  la	
  importancia	
  estadística	
  de	
  ese	
  conjunto	
  de
términos	
  y	
  sus	
  genes	
  (procedentes	
  de	
  tu	
  lista)	
  respecto	
  al	
  genoma	
  completo.

Para	
  este	
  análisis	
  utilizamos	
  una	
  lista	
  de	
  325	
  transcritos	
  (FDR	
  0,025)	
  del	
  contraste	
  para	
  las
líneas	
  ko-­‐Sos1,	
  y	
  una	
  lista	
  de	
  73	
  transcritos	
  (FDR	
  0,522)	
  del	
  contraste	
  con	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2.
Los	
  resultados	
  pueden	
  consultarse	
  en	
  las	
  Tablas  8  y  9 (CD	
  adjunto).

Paralelamente,	
  utilizamos	
  la	
  aplicación	
  IPA	
  (Ingenuity	
  Pathways	
  Analysis)	
  de	
  Ingenuity®

Systems	
  (www.ingenuity.com),	
  que	
  además	
  de	
  realizar	
  análisis	
  de	
  enriquecimiento	
  funcio-­‐
nal,	
  evalúa	
  la	
  asociación	
  de	
  los	
  genes	
  de	
  tu	
  lista	
  con	
  rutas	
  de	
  señalización	
  canónicas	
  reco-­‐
gidas	
  en	
  su	
  base	
  de	
  datos.	
  Ambos	
  análisis	
  llevan	
  asociado	
  un	
  p-­‐valor.	
  En	
  este	
  caso,	
  los
resultados	
  del	
  contraste	
  para	
  ko-­‐Sos2 no	
  fueron	
  analizados	
  debido	
  a	
  su	
  escasa	
  significación
estadística.

7.  PCR  cuantitativa  o  PCR  en  tiempo  real  

La	
  cuantificación	
  relativa	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  mediante	
  PCR	
  cuantitativa	
  o	
  PCR	
  en	
  tiempo
real	
  requiere	
  un	
  paso	
  previo	
  de	
  retrotranscripción	
  a	
  partir	
  del	
  RNA	
  mensajero	
  (mRNA).
Tras	
  esta	
  reacción	
  se	
  obtiene	
  DNA	
  complementario	
  (cDNA)	
  sobre	
  el	
  que	
  se	
  realiza	
  una	
  PCR,
caracterizada	
  por	
  la	
  monitorización	
  de	
  cada	
  ciclo	
  de	
  amplificación	
  a	
  través	
  del	
  aumento
de	
  la	
  fluorescencia	
  emitida	
  por	
  un	
  agente	
  intercalante	
  del	
  DNA	
  (SYBR	
  Green).

7.1  Transcripción  inversa  del  RNA  total  extraído  (Síntesis  del  cDNA)

Una	
  vez	
  comprobada	
  la	
  concentración,	
  integridad	
  y	
  pureza	
  del	
  RNA	
  total	
  extraído	
  previa-­‐
mente	
  se	
  procedió	
  a	
  la	
  transcripción	
  inversa	
  o	
  retrotranscripción	
  del	
  RNA	
  usando	
  cebado-­‐
res	
  oligo	
  dT	
  para	
  enriquecer	
  el	
  cDNA	
  final	
  en	
  secuencias	
  de	
  mRNA,	
  descartando	
  el	
  rRNA
(pues	
  no	
  contiene	
  información	
  codificante	
  y	
  supone	
  la	
  mayor	
  parte	
  del	
  RNA	
  total	
  de	
  la	
  cé-­‐
lula).	
  Los	
  siguientes	
  pasos	
  los	
  realizamos	
  siempre	
  sobre	
  hielo.	
  Partimos	
  de	
  2μg	
  de	
  RNA	
  a
los	
  que	
  adicionamos	
  1μl	
  de	
  cebadores	
  oligo	
  dT,	
  y	
  agua	
  DEPC	
  (Ambion)	
  hasta	
  un	
  total	
  de
11μl	
  en	
  tubos	
  de	
  0,2ml.	
  Esta	
  mezcla	
  preparada	
  para	
  cada	
  muestra	
  se	
  introdujo	
  en	
  el	
  ter-­‐
mociclador	
  y	
  se	
  sometió	
  a	
  un	
  primer	
  paso	
  de	
  desnaturalización	
  de	
  estructuras	
  secundarias,
consistente	
  en	
  5	
  minutos	
  a	
  65oC.	
  Después,	
  una	
  etapa	
  de	
  enfriamiento	
  a	
  4oC	
  (evitando	
  así
la	
  renaturalización	
  del	
  RNA)	
  durante	
  2	
  minutos,	
  momento	
  en	
  el	
  que	
  se	
  detuvo	
  el	
  programa,
los	
  tubos	
  se	
  sacaron	
  del	
  termociclador	
  y	
  se	
  colocaron	
  sobre	
  hielo.	
  A	
  continuación,	
  añadi-­‐
mos	
  la	
  siguiente	
  mezcla	
  de	
  reacción	
  por	
  tubo	
  (9μl):
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Tampón	
  5x ...........................................4μl
0.1M	
  DTT .............................................2μl
dNTPs (10	
  mM	
  cada	
  uno) ....................1μl
Inhibidor	
  de	
  RNasa	
  (Ambion) ..............1μl
Retrotranscriptasa	
  SSII.........................1μl

Estos	
  reactivos	
  se	
  encuentran	
  en	
  el	
  kit	
  de	
  retrotranscripción	
  SuperScript® II	
  Reverse	
  Trans-­‐
criptase	
  (Invitrogen).	
  Al	
  añadir	
  los	
  9μl	
  de	
  esta	
  mezcla	
  en	
  cada	
  tubo	
  conseguimos	
  un	
  volu-­‐
men	
  final	
  de	
  reacción	
  de	
  20μl.	
  Los	
  tubos	
  se	
  introdujeron	
  de	
  nuevo	
  en	
  el	
  termociclador	
  y
continuamos	
  con	
  el	
  programa	
  según	
  el	
  siguiente	
  esquema:

La	
  reacción	
  de	
  retrotranscripción	
  tiene	
  lugar	
  a	
  42oC	
  durante	
  50	
  minutos,	
  seguido	
  de	
  un
paso	
  de	
  inactivación	
  enzimática	
  a	
  70oC.	
  Al	
  finalizar	
  el	
  programa,	
  llevamos	
  el	
  volumen	
  de
reacción	
  hasta	
  100μl	
  finales,	
  obteniendo	
  así	
  una	
  concentración	
  final	
  de	
  cDNA	
  de	
  20ng/μl
(se	
  asume	
  una	
  eficiencia	
  de	
  retrotranscripción	
  próxima	
  al	
  100%).	
  

7.2  PCR  en  tiempo  real  con  SYBR  Green

Las	
  muestras	
  de	
  cDNA	
  se	
  utilizaron	
  para	
  la	
  realización	
  de	
  la	
  PCR	
  en	
  tiempo	
  real.	
  Para	
  ello,
se	
  usaron	
  20ng	
  (1μl)	
  por	
  muestra	
  y	
  se	
  utilizó	
  el	
  kit	
  IQ™	
  SYBR® Green	
  Supermix	
  (Bio-­‐Rad),
que	
  contiene	
  el	
  reactivo	
  SYBR	
  Green.	
  Este	
  agente	
  emite	
  fluorescencia	
  cuando	
  se	
  intercala
en	
  el	
  DNA	
  de	
  doble	
  cadena,	
  reflejando	
  el	
  aumento	
  del	
  producto	
  de	
  PCR	
  en	
  cada	
  ciclo	
  de
amplificación	
  pudiendo	
  así	
  monitorizarse	
  en	
  tiempo	
  real.	
  La	
  amplificación	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo
en	
  placas	
  de	
  96	
  pocillos	
  en	
  un	
  termociclador	
  iCycler	
  (Bio-­‐Rad).	
  Todos	
  los	
  experimentos	
  in-­‐
cluyeron	
  triplicados	
  de	
  cada	
  condición	
  y	
  controles	
  negativos	
  (cDNA	
  sustituido	
  por	
  agua).
Además,	
  se	
  comprobó	
  (junto	
  a	
  las	
  muestras	
  o	
  en	
  otra	
  placa)	
  la	
  eficiencia	
  de	
  los	
  pares	
  de
oligos	
  de	
  todos	
  los	
  genes	
  analizados	
  mediante	
  una	
  curva	
  patrón,	
  formada	
  por	
  3	
  puntos	
  de
una	
  dilución	
  seriada	
  de	
  cDNA	
  (preferiblemente	
  de	
  una	
  muestra	
  que	
  exprese	
  niveles	
  altos
del	
  gen	
  que	
  se	
  quiere	
  cuantificar).	
  La	
  mezcla	
  de	
  reacción	
  que	
  utilizamos	
  por	
  gen	
  y	
  por	
  cada
pocillo	
  en	
  la	
  placa	
  de	
  96	
  pocillos	
  se	
  describe	
  en	
  la	
  siguiente	
  tabla:



cDNA....................................................1μl
iQ	
  SYBR	
  Green	
  Mix...............................12.5μl
Oligo	
  directo	
  (Fw)	
  (10mM) ..................0.4μl
Oligo	
  reverso	
  (Rv)	
  (10mM) ..................0.4μl
Agua	
  Milli-­‐Q.........................................10.7μl
Total .....................................................25μl

Programa	
  del	
  termociclador	
  (PCR	
  a	
  tiempo	
  real):

El	
  programa	
  incluye	
  un	
  primer	
  ciclo	
  de	
  desnaturalización	
  (5	
  minutos	
  a	
  95oC),	
  y	
  a	
  continua-­‐
ción	
  40	
  ciclos	
  de	
  PCR	
  (cada	
  uno	
  formado	
  por	
  15	
  segundos	
  de	
  desnaturalización	
  a	
  95oC	
  y	
  1
minuto	
  de	
  anillamiento	
  y	
  extensión	
  a	
  60oC)	
  en	
  los	
  que	
  la	
  cámara	
  captura	
  el	
  nivel	
  de	
  fluo-­‐
rescencia	
  de	
  cada	
  pocillo.	
  Después,	
  contiene	
  un	
  ciclo	
  de	
  desnaturalización	
  1	
  minuto	
  a	
  95oC
y	
  1	
  minuto	
  a	
  65oC	
  en	
  el	
  que	
  el	
  producto	
  amplificado	
  empieza	
  a	
  renaturalizar.	
  Entonces	
  co-­‐
mienza	
  la	
  curva	
  de	
  disociación,	
  que	
  consiste	
  en	
  60	
  ciclos	
  de	
  incremento	
  gradual	
  de	
  tem-­‐
peratura	
  (0,5oC	
  cada	
  ciclo)	
  en	
  los	
  que	
  la	
  cámara	
  captura	
  la	
  fluorescencia	
  por	
  pocillo	
  cada
10	
  segundos.	
  Conforme	
  aumenta	
  la	
  temperatura	
  el	
  producto	
  de	
  PCR	
  se	
  desnaturaliza,	
  el
SYBR	
  Green	
  se	
  libera	
  y	
  por	
  tanto,	
  la	
  fluorescencia	
  decrece.	
  La	
  representación	
  de	
  la	
  derivada
de	
  la	
  fluorescencia	
  respecto	
  al	
  tiempo	
  que	
  se	
  genera	
  (una	
  curva	
  tipo	
  campana)	
  es	
  una
firma	
  característica	
  del	
  amplicón,	
  que	
  depende	
  no	
  sólo	
  de	
  su	
  composición	
  de	
  GC	
  y	
  su	
  ta-­‐
maño,	
  sino	
  también	
  de	
  la	
  propia	
  secuencia,	
  por	
  lo	
  que	
  permite	
  detectar	
  amplificaciones
inespecíficas.

El	
  análisis	
  de	
  los	
  datos	
  se	
  realizó	
  con	
  el	
  programa	
  informático	
  Bio-­‐Rad	
  iQ5	
  2.1	
  Standard
Edition	
  Optical	
  System	
  Software	
  (Bio-­‐Rad),	
  basado	
  en	
  la	
  comparación	
  del	
  ciclo	
  de	
  amplifi-­‐
cación	
  en	
  que	
  cada	
  muestra	
  alcanza	
  un	
  nivel	
  de	
  fluorescencia	
  arbitrario	
  conocido	
  como
ciclo	
  umbral	
  o	
  Ct	
  (threshold	
  cycle);	
  aquellas	
  muestras	
  que	
  antes	
  lleguen	
  a	
  ese	
  umbral	
  (de
fluorescencia)	
  tendrán	
  una	
  mayor	
  expresión	
  del	
  transcrito.	
  Sin	
  embargo,	
  para	
  descartar
posibles	
  errores	
  debidos	
  al	
  pipeteo,	
  a	
  diferencias	
  en	
  la	
  eficiencia	
  de	
  retrotranscripción,	
  etc,

Materiales	
  y	
  Métodos

52



normalizamos	
  el	
  Ct	
  para	
  el	
  gen	
  de	
  estudio	
  con	
  el	
  Ct	
  de	
  un	
  gen	
  de	
  expresión	
  constitutiva
(housekeeping)	
  en	
  cada	
  muestra.	
  Decidimos	
  usar	
  el	
  gen	
  Gliceraldehído-­‐3-­‐fosfato	
  deshidro-­‐
genasa	
  (Gapdh)	
  como	
  gen	
  de	
  referencia	
  (pues	
  tras	
  realizar	
  un	
  prueba	
  de	
  varios	
  houskee-­‐
pings éste	
  fue	
  el	
  más	
  estable	
  en	
  todas	
  las	
  muestras),	
  cuyos	
  niveles	
  de	
  expresión	
  se	
  asumen
iguales	
  en	
  las	
  distintas	
  muestras	
  comparadas.

La	
  fórmula	
  matemática	
  de	
  esta	
  normalización	
  (Pfaffl,	
  2001)	
  consiste	
  en:

donde,	
  
Ex es	
  la	
  eficiencia	
  de	
  los	
  oligos	
  del	
  gen	
  de	
  estudio
EGapdh es	
  la	
  eficiencia	
  de	
  los	
  oligos	
  del	
  gen	
  de	
  referencia	
  Gapdh
Ctwt es	
  el	
  ciclo	
  en	
  el	
  que	
  la	
  muestra	
  wt alcanzó	
  el	
  umbral	
  de	
  fluorescencia	
  arbitrario
Ctko es	
  el	
  ciclo	
  en	
  el	
  que	
  la	
  muestra	
  ko alcanzó	
  el	
  umbral	
  de	
  fluorescencia	
  arbitrario

7.3  Diseño  de  los  oligos

El	
  diseño	
  de	
  oligos	
  para	
  la	
  validación	
  de	
  los	
  microarrays	
  se	
  realizó	
  de	
  la	
  siguiente	
  manera:
Primero	
  identificamos	
  la	
  región	
  de	
  cDNA	
  detectada	
  por	
  el	
  microarray.	
  Para	
  ello,	
  mapeamos
las	
  11	
  sondas	
  del	
  probeset de	
  Affymetrix	
  en	
  la	
  secuencia	
  de	
  cDNA	
  del	
  gen	
  según	
  la	
  base
de	
  datos	
  de	
  Ensembl	
  (generalmente	
  cubren	
  la	
  región	
  3’	
  del	
  gen).	
  Diseñamos	
  los	
  oligos
sobre	
  esa	
  región.

El	
  resto	
  de	
  oligos	
  utilizados	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  diseñaron	
  de	
  la	
  misma	
  manera	
  (excepto	
  el
mapeo	
  de	
  la	
  sondas	
  del	
  probeset),	
  utilizando	
  habitualmente	
  la	
  región	
  3’	
  del	
  gen,	
  pues	
  de-­‐
bido	
  a	
  la	
  retrotranscripción	
  con	
  oligo	
  dT,	
  probablemente	
  esa	
  zona	
  esté	
  más	
  representada
en	
  el	
  cDNA.	
  Además,	
  cuando	
  fue	
  posible	
  los	
  oligos	
  directo	
  y	
  reverso	
  fueron	
  diseñados	
  para
que	
  hibridaran	
  en	
  exones	
  distintos,	
  evitando	
  la	
  amplificación	
  de	
  DNA	
  genómico	
  contami-­‐
nante	
  que	
  pudiera	
  existir	
  en	
  la	
  muestra	
  de	
  RNA.

Los	
  oligos	
  se	
  diseñaron	
  con	
  la	
  programa	
  informático	
  Primer3  (Rozen	
  and	
  Skaletsky,	
  2000)
a	
  través	
  de	
  la	
  interfaz	
  web	
  http://frodo.wi.mit.edu/primer3/,	
  optimizando	
  los	
  valores	
  de
parámetros	
  como	
  la	
  autocomplementariedad	
  de	
  los	
  oligos,	
  la	
  complementariedad	
  en	
  3’,
el	
  valor	
  de	
  Tm (2-­‐3	
  grados	
  superior	
  a	
  la	
  temperatura	
  de	
  anillamiento	
  seleccionando	
  las	
  ta-­‐
blas	
  termodinámicas	
  de	
  SantaLucía	
  1998),	
  el	
  tamaño	
  del	
  amplicón	
  (90-­‐150	
  pb)	
  y	
  la	
  com-­‐
posición	
  en	
  GC	
  (50	
  –	
  65%),	
  entre	
  otros.	
  Consecuentemente,	
  la	
  eficiencia	
  de	
  la	
  PCR	
  con
estos	
  oligos	
  fue	
  cercana	
  al	
  100%.	
  Además,	
  mediante	
  PCR	
  convencional	
  y	
  posterior	
  visuali-­‐
zación	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa,	
  se	
  comprobó	
  que	
  los	
  todos	
  los	
  oligos	
  amplificaban	
  eficientemente
y	
  de	
  forma	
  específica	
  una	
  sola	
  banda.	
  La	
  secuencia	
  de	
  los	
  oligos	
  para	
  PCR	
  cuantitativa	
  uti-­‐
lizados	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  resume	
  en	
  la	
  Tabla  3.
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Símbolo DIRECTO (5’-­‐>  3’) REVERSO (5’-­‐>  3’)
Tamaño
Fragmento

Igfbp6 GCCAGGAGCAGTGGGTGAAGCC GGGCGTGAAGGTGGGTCTTGGG 123	
  pb
Slco2a1 GCCAAATGGTTTATCTCGGCGTGGCAA TGGCCCGTGAGGTTGTGTGGAGC 148	
  pb
Mapkapk3 ACAGCACGGGCAACCTTGGGACT CCAGGACCAGACCTTGTAAGCACGGC 142	
  pb
Pax3 GCTCGTTGCCAAACAACTCACATCCTGC CGTGGACATTTCTGTTCTAGCCCTGCCT 137	
  pb
Rps4y2 TCGCATCGGCGTCATCACCAACC TCCACGGCTTGTTGCCCTTCCC 137	
  pb
Tpbg AGGCTTGCTCCACTTCCACACTTCACC CCGCAGGCATCGAGGAGTACCGAAA 150	
  pb
Gab1 GATTCTGGGAAGTCCACGCCACCAC GGTCCACCACAACGTAATCCACCCTCT 94	
  pb
Pitpnm1 CCAGGAACACCTCCCACCACCCTG CCAGATTCCCACAGTCACCAAGGCGG 142	
  pb
Gsc GGCACCGCACCATCTTCACCGA CCAGACCTCCACCCTCTCCTCCCGA 137	
  pb
Foxf1a GTCTGGCAGCATCTCCACGCACT TGGGCGACTGTGAGTGATACCGAGG 110	
  pb
Adam19 ACCATGCTTTATGTGGCCCTGGGTTC TGGCTTTCGAGTTCTAAGGTTGGCAGG 149	
  pb
Cnrip1 GGCTGTTTCCCAATGACCTCCTACCCC GGCAGACAGGATAGATGCAGGAACACCA 151	
  pb
Zfp105 TCACTGTCCACCAGCGAACCCACA ACCAAAAGCAGGGCATCGTACTCTTCCT 149	
  pb
Notch1 ACACCTGACTGCCAAAGGGCTCCA GGCTCCACCCACATTCCAGCACAC 154	
  pb
Arhgap24 CCCNAGGAGAAGCGAGAGAGGAAACACAA ACAGACCAACCACCTGATCCCACACC 141	
  pb
Mapkapk5 GGATAAGGCGGTGGTTGCGGGG GGGTTGTTGACAGAGTGCAGGGGTTTG 111	
  pb
Rgs12 AGGACTCGCTGACTGCCCTCCAC ACACCCACGGGACTTCATGCTTCCA 100	
  pb
Edg3 TGACTTATCTGTTGCGGGCTCCATCCTTC AGCACATCACCACCTGCCTTCCCT 111	
  pb
Lhx8 GGATGGGACGATGCTGACTGCGCT GGTCATTGGATGGGGTAACAAGGGCTGGA 90	
  pb
Fut8 TCGGCCAAGCAGAAGACGCAGACTAA AAAGAGGCGTTCCACCAGTGCAGC 106	
  pb
Zfp664 GGTGTGGTGATTCCTGAGACTGGCAAC GGTGACTGAGCGGCTGGGCAA 87	
  pb
Eaf2 CAGAGGCTGATGCTACTTGTCACCGACTT CAGTCCTCACTGTCGCTTTCTGACTCACT 109	
  pb
Nudcd3 TGGCTACTGTGGATGAGGAGCAGG TGGACTTTCAGCTCGTGGCTCTGGG 103	
  pb
Drg1 TGTACCCATCTCTGCTCATCACCGCT CTGGTAACTGGCCTTTCGGTTTGGTGT 110	
  pb
Glipr1 GTCAGCCATCTCTGCCTGGTATGAAGAAA TCTGCCCAAACAACCTGAGTATAATGGCC 102	
  pb
Moxd1 GCCTGGAGAGATGGGTGGGTACGA GACATGGCTTAGGTAGCCTGGGAAGGA 97	
  pb
Crlf1 CTCAAGCAGTTCCTCGGCTGGCTC TCCTGGTTTCGGGTCTTGTGTGACTTCT 116	
  pb
Cgref GAGATGTTCCAGGTCCCAGAGAAGGTGC GGCTCTCCAGTGTTTCCACCAGCA 99	
  pb
Mmp14 GGTATCCCAAGTCAGCTCTGCGGGAC TCCACTGCCCTCCTCATCCACCTCAA 119	
  pb
Ptk2 ATGCTAGGGCAGACACGGCCACA CCTCGTTGCTGGTGGAATGCTAGAGA 96	
  pb
Tnfrsf11b GCCTTCTTCAGGTTTGCTGTTCCTACCA TCCGTTTTATCCTCTCTACACTCTCGGCA 115	
  pb
Ube2e2 AGAGCGGAGCATGACCGGATGG TAACAACAGGCGACAGAACGGAGGG 147	
  pb
Dusp10 GCAAACCCTGCCAAACCGTGCC AGAGAAGGTGTGAGGCGAGCCGA 92	
  pb
Ptprb ACCCTTGCTCTGACTACATCAACGCC TTCTGCTCCCACGCCATCTTCCA 127	
  pb
Sos1 CAGAGCCTGAGCCAACAGAAGCTGA CGACACACATTTAACACCCTCAACTGCAC 130	
  pb
Sos2 CAGTGGAATGGCACATCAGTAGAACAGGA CACTCCCTACAAGTTCAGAGGGCTGG 144	
  pb
Cdnd1 CTCCTGCTACCGCACAACGCAC GCCAGACCAGCCTCTTCCTCCA 180	
  pb
Cdnd2 AGCGTGGGAGCAGCCATCTGTG GGCAGGCTTTGAGACAATCCACATAGTC 124	
  pb
Cdnd3 GCGCCTGCTCTATGTCTGCGGATG GGCTTTGGGCACTGGGCTGGG 161	
  pb
Yy1 TGCAGAGTGTGGCAAAGCGTTCGT GGCCTGTCTCCGGTATGGATTCGC 165	
  pb
Banp GCTAATCCCTCCCAGCTTTGGCCTCT ACTGAACCTGAATGTCACTGCCCTGGA 172	
  pb
Hdac1 CCTGACAAACGCATCTCCATCTGCTCC GCGACCACCTTCTCCCTCCTCATCT 93	
  pb
Bim CGCCCGGAGATACGGATTGCACAG GGGTGGTCTTCAGCCTCGCGGTAA 110	
  pb
Sod2 AGGGTGGTGGAGAACCCAAAGGAGAG AGCAGGCAGCAATCTGTAAGCGACC 171	
  pb

Tabla  3.  Oligonucleótidos  utilizados  en  las  reacciones  de  PCR. En	
  cada	
  caso	
  se	
  detalla	
  el	
  nombre	
  del	
  gen,
la	
  pareja	
  de	
  oligonucleótidos	
  directo	
  y	
  reverso	
  utilizados	
  y	
  la	
  longitud	
  del	
  fragmento	
  amplificado.



8.  Curva  de  crecimiento  y  tiempo  de  duplicación  

Las	
  curvas	
  de	
  crecimiento	
  de	
  los	
  MEFs	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 fueron	
  realizadas	
  durante	
  5
días	
  de	
  cultivo,	
  en	
  placas	
  de	
  6cm	
  y	
  con	
  duplicados	
  experimentales	
  para	
  cada	
  línea	
  celular.
Se	
  realizaron	
  3	
  experimentos	
  independientes	
  y	
  se	
  utilizaron	
  al	
  menos	
  2	
  líneas	
  procedentes
de	
  embriones	
  distintos	
  para	
  cada	
  genotipo.	
  Se	
  sembraron	
  100.000	
  células	
  en	
  todas	
  las	
  pla-­‐
cas	
  (duplicados	
  por	
  cada	
  día	
  de	
  ensayo	
  y	
  por	
  genotipo)	
  y	
  se	
  realizaron	
  contajes	
  del	
  número
de	
  células	
  en	
  una	
  cámara	
  de	
  Neubauer	
  (Zuzi)	
  cada	
  24	
  horas,	
  durante	
  los	
  5	
  días	
  de	
  cultivo.
El	
  número	
  total	
  de	
  células	
  fue	
  estimado	
  según	
  la	
  fórmula:

Donde,	
  
c,	
  es	
  el	
  promedio	
  (4	
  medidas/placa)	
  del	
  número	
  de	
  células	
  en	
  la	
  cuadrícula	
  de	
  la	
  cámara
f,	
  es	
  el	
  factor	
  de	
  dilución	
  de	
  la	
  suspensión	
  celular.

Se	
  realizaron	
  medias	
  de	
  todas	
  las	
  líneas	
  del	
  mismo	
  genotipo	
  y	
  se	
  representó	
  una	
  sola	
  curva
para	
  cada	
  uno	
  de	
  ellos.	
  

Para	
  el	
  cálculo	
  del	
  tiempo	
  de	
  duplicación	
  se	
  utilizó	
  la	
  aplicación	
  web:	
  http://www.doubling-­‐
time.com/compute.php,	
  en	
  la	
  que	
  se	
  introdujeron	
  los	
  datos	
  obtenidos	
  en	
  las	
  curvas	
  de
crecimiento	
  entre	
  los	
  días	
  2-­‐4,	
  cuando	
  la	
  tasa	
  de	
  crecimiento	
  era	
  prácticamente	
  constante.

9.  Extracción  de  proteínas,  electroforesis  y  Western  blot

9.1  Extracción  de  proteínas

Para	
  la	
  extracción	
  de	
  proteínas	
  se	
  colocaron	
  las	
  placas	
  sobre	
  hielo,	
  se	
  retiró	
  el	
  medio	
  de
cultivo	
  y	
  se	
  lavaron	
  dos	
  veces	
  con	
  PBS	
  frío.	
  Después	
  se	
  añadieron,	
  dependiendo	
  de	
  la	
  can-­‐
tidad	
  de	
  células,	
  250-­‐500μl	
  de	
  tampón	
  de	
  lisis	
  RIPA	
  (Tris	
  HCl	
  10mM	
  pH	
  7.5,	
  NaCl	
  150mM,
EDTA	
  1mM,	
  NP-­‐40	
  1%,	
  SDS	
  0,1%)	
  por	
  placa	
  de	
  10mm,	
  suplementado	
  en	
  fresco	
  con	
  inhibi-­‐
dores	
  de	
  fosfatasas	
  (NaF	
  1mM,	
  Na3VO4 1mM)	
  e	
  inhibidores	
  de	
  proteasas	
  (Pmsf	
  1mM	
  y	
  la
mezcla	
  de	
  inhibidores	
  de	
  proteasas	
  Cømplete	
  (Roche)	
  (1	
  pastilla	
  para	
  50ml	
  de	
  tampón)).
Las	
  células	
  se	
  despegaron	
  de	
  la	
  placa	
  con	
  ayuda	
  de	
  un	
  rascador.	
  Los	
  lisados	
  celulares	
  se
pasaron	
  a	
  un	
  tubo	
  eppendorf	
  y	
  se	
  incubaron	
  en	
  hielo	
  durante	
  10	
  minutos,	
  tras	
  los	
  cuales,
se	
  centrifugaron	
  a	
  13000	
  x	
  g	
  durante	
  15	
  minutos	
  a	
  4oC	
  y	
  el	
  sobrenadante	
  se	
  recogió	
  en
tubos	
  nuevos.

A	
  continuación,	
  se	
  determinó	
  la	
  concentración	
  proteica	
  mediante	
  el	
  uso	
  del	
  reactivo	
  Brad-­‐
ford	
  (Bio-­‐Rad).	
  Para	
  ello	
  elaboramos	
  una	
  recta	
  patrón	
  de	
  concentración	
  conocida	
  (desde
0,5	
  a	
  5μg/μl)	
  a	
  partir	
  de	
  una	
  solución	
  de	
  BSA de	
  2mg/ml	
  (Sigma).	
  Cada	
  muestra,	
  medida
por	
  triplicado,	
  se	
  preparó	
  añadiendo	
  a	
  800μl	
  de	
  agua,	
  1	
  ó	
  2μl	
  de	
  lisado	
  celular	
  y	
  200μl	
  de
Bradford	
  en	
  cubetas	
  de	
  espectrofotometría.	
  Tras	
  mezclar	
  bien	
  por	
  vórtex	
  e	
  incubar	
  5	
  mi-­‐
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nutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente,	
  medimos	
  la	
  absorbancia	
  en	
  el	
  espectrofotómetro	
  a	
  una
longitud	
  de	
  onda	
  de	
  595nm.	
  Las	
  concentraciones	
  de	
  cada	
  muestra	
  se	
  calcularon	
  interpo-­‐
lando	
  en	
  la	
  recta	
  patrón,	
  de	
  la	
  que	
  obtuvimos	
  la	
  fórmula	
  mediante	
  un	
  modelo	
  de	
  regre-­‐
sión.

9.2  Electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  y  Western  blot

Una	
  vez	
  cuantificados,	
  los	
  lisados	
  celulares	
  se	
  desnaturalizaron	
  añadiéndoles	
  tampón	
  de
carga	
  Laemmli	
  4X	
  (Tris	
  HCl	
  200mM,	
  pH	
  6.8;	
  Glicerol	
  40%;	
  SDS	
  4%;	
  β-­‐mercaptoetanol	
  4%;
azul	
  de	
  bromofenol	
  0,04%)	
  e	
  hirviendo	
  durante	
  5	
  minutos.	
  A	
  continuación,	
  los	
  extractos
proteicos	
  se	
  sometieron	
  a	
  electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  poliacrilamida	
  en	
  condiciones	
  desnatu-­‐
ralizantes	
  (SDS-­‐PAGE)	
  para	
  separar	
  las	
  proteínas	
  en	
  función	
  de	
  su	
  peso	
  molecular.	
  La	
  pre-­‐
sencia	
  del	
  detergente	
  SDS	
  desnaturaliza	
  las	
  proteínas	
  y	
  les	
  aporta	
  una	
  carga	
  neta	
  negativa,
haciendo	
  que	
  éstas	
  migren	
  hacia	
  el	
  ánodo	
  tras	
  aplicarse	
  una	
  corriente	
  eléctrica.	
  Además,
el	
  agente	
  reductor	
  β-­‐mercaptoetanol	
  presente	
  en	
  el	
  tampón	
  de	
  carga	
  de	
  las	
  muestras
rompe	
  los	
  enlaces	
  di-­‐sulfuro	
  separando	
  a	
  las	
  proteínas	
  en	
  sus	
  subunidades.	
  Al	
  aplicarse
un	
  campo	
  eléctrico,	
  las	
  proteínas	
  desnaturalizadas	
  y	
  con	
  carga	
  negativa,	
  migrarán	
  a	
  través
del	
  gel	
  a	
  una	
  velocidad	
  dependiente	
  de	
  su	
  peso	
  molecular	
  y	
  no	
  de	
  su	
  carga	
  o	
  su	
  estructura
terciaria	
  y	
  cuaternaria.

El	
  porcentaje	
  del	
  gel	
  de	
  poliacrilamida	
  dependerá	
  el	
  tamaño	
  de	
  las	
  proteínas	
  que	
  se	
  quieran
visualizar,	
  utilizándose	
  mayores	
  porcentajes	
  cuánto	
  más	
  pequeñas	
  sean	
  las	
  proteínas	
  de
interés.	
  Los	
  reactivos	
  TEMED	
  (Tetramethylethylenediamine,	
  Sigma)	
  y	
  APS	
  10%	
  (Ammonium
persulfate,	
  Sigma)	
  utilizados	
  en	
  la	
  preparación	
  de	
  los	
  geles,	
  desencadenan	
  la	
  reacción	
  de
polimerización	
  del	
  gel	
  por	
  lo	
  que	
  se	
  añadieron	
  justo	
  antes	
  de	
  la	
  adicción	
  de	
  la	
  mezcla	
  a	
  los
cristales.	
  Tras	
  la	
  polimerización,	
  el	
  gel	
  se	
  introdujo	
  en	
  la	
  cubeta	
  (Bio-­‐Rad)	
  la	
  cual	
  se	
  rellenó
con	
  tampón	
  de	
  electroforesis	
  SDS-­‐PAGE	
  1X	
  (Tris	
  HCl	
  25mM	
  pH	
  8,3;	
  Glicina	
  200mM,	
  SDS
0,05%)	
  y	
  se	
  aplicaron	
  100-­‐150	
  voltios	
  hasta	
  que	
  el	
  frente	
  alcanzó	
  el	
  borde	
  del	
  gel.

Una	
  vez	
  finalizada	
  la	
  electroforesis,	
  las	
  proteínas	
  separadas	
  por	
  tamaño	
  se	
  transfirieron	
  a
una	
  membrana	
  de	
  PVDF	
  (poli	
  fluoruro	
  de	
  vinilideno,	
  Millipore)	
  utilizando	
  el	
  equipo	
  de
transferencia	
  húmeda	
  de	
  Bio-­‐Rad	
  y	
  el	
  tampón	
  de	
  transferencia	
  1X	
  (Tris	
  25mM,	
  Glicina
192mM,	
  Metanol	
  20%).	
  Para	
  su	
  hidratación,	
  la	
  membrana	
  fue	
  sumergida	
  previamente	
  en
metanol	
  durante	
  1	
  minuto	
  y	
  aclarada	
  con	
  agua.	
  La	
  transferencia	
  se	
  realizó	
  a	
  4oC,	
  a	
  un	
  am-­‐
peraje	
  constante	
  de	
  330mA	
  durante	
  90	
  minutos	
  o	
  bien	
  a	
  40V	
  durante	
  toda	
  la	
  noche.

Después	
  de	
  la	
  transferencia	
  las	
  membranas	
  se	
  enjuagaron	
  con	
  TBS-­‐T (solución	
  salina	
  tam-­‐
ponada	
  con	
  Tris	
  y	
  Tween-­‐20	
  al	
  0,05%)	
  para	
  eliminar	
  los	
  restos	
  de	
  metanol	
  y	
  se	
  bloquearon
durante	
  una	
  hora	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  en	
  leche	
  desnatada	
  al	
  5%	
  o	
  en	
  2%	
  BSA,	
  disueltos
en	
  TBS-­‐T.	
  Después	
  se	
  aclararon	
  con	
  TBS-­‐T	
  y	
  se	
  incubaron	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  co-­‐
rrespondiente,	
  toda	
  la	
  noche	
  a	
  4oC	
  o	
  dos	
  horas	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  (especificado	
  en
cada	
  caso,	
  Tabla  4).	
  Las	
  diluciones,	
  condiciones	
  de	
  incubación,	
  casa	
  comercial	
  y	
  origen	
  de
todos	
  los	
  anticuerpos	
  utilizados	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  describen	
  en	
  la	
  Tabla  4.
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Anticuerpo Compañía Origen Dilución

Sos1	
  (C-­‐23) Santa	
  Cruz rabbit 1:1000

Sos1	
   BD	
  Biocsience mouse 1:500
Sos2	
  (C-­‐19) Santa	
  Cruz rabbit 1:1000
Sos2	
  (H-­‐80) Santa	
  Cruz rabbit 1:500
Ras	
  (pan-­‐Ras) Upstate mouse 1:1000
H-­‐ras Santa	
  Cruz mouse 1:1000
β-­‐tubulina Sigma mouse 1:5000
Edg3 Abcam rabbit 1:500
Fut8 Santa	
  Cruz Goat 1:500
Vrk2 casero rabbit 1:1000
Pttg1 Abcam mouse 1:500
Ccng1 Santa	
  Cruz Rabbit 1:500
p21CIP1 Santa	
  Cruz mouse 1:500
p21CIP1	
  (sc-­‐397) Santa	
  Cruz rabbit 1:500
Pitpnm1 Santa	
  Cruz mouse 1:200
Foxf1a Abcam rabbit 1:500
Mdm2 Abcam mouse 1:500
Hck Santa	
  Cruz rabbit 1:1000
Grb2 Santa	
  Cruz rabbit 1:1000
Smac Santa	
  Cruz rabbit 1:1000
Thbd Santa	
  Cruz goat 1:500
Ccnd1 Santa	
  Cruz mouse 1:500
Ccnd2 Abcam mouse 1:1000
Vcl Sigma mouse 1:200
Tsc2 Cell	
  Signaling rabbit 1:500
Spry3 Santa	
  Cruz rabbit 1:1000
Shc1 Cell	
  Signaling rabbit 1:500
p-­‐ERK	
  Tyr204 Santa	
  Cruz mouse 1:1000
ERK Santa	
  Cruz rabbit 1:1000
p-­‐Akt casero	
  L15 rabbit 1:2000
Akt Santa	
  Cruz rabbit 1:1000
p-­‐GSK3β (Ser9) Cell	
  Signaling rabbit 1:500
GSK3β Cell	
  Signaling rabbit 1:1000
p-­‐p70S6K (Thr421/Ser424) Cell	
  Signaling rabbit 1:500
p-­‐p70S6K (Thr389) Cell	
  Signaling mouse 1:500
p-­‐mTOR	
  (Ser4228) Cell	
  Signaling rabbit 1:500
CcnE SantaCruz rabbit 1:1000
p-­‐RB	
  (Ser780) Cell	
  Signaling rabbit 1:1000
Pcna Boehring mouse 1:500
p27kip1	
  (554069) Pharmingen	
   mouse 1:1000
Sod2 Abcam mouse 1:2000
IkBα (Ser32) Cell	
  signaling rabbit 1:500
p-­‐JNK	
  (Thr183/Tyr185) Cell	
  Signaling rabbit 1:500

Tabla  4.  Anticuerpos  utilizados  en  Western  blot. En	
  la	
  tabla	
  se	
  detalla	
  la	
  dilución	
  a	
  la	
  que	
  se	
  utilizó	
  cada
uno	
  de	
  los	
  anticuerpos,	
  así	
  como	
  su	
  origen	
  y	
  la	
  compañía.	
  Las	
  formas	
  fosforiladas	
  de	
  los	
  anticuerpos	
  utilizados
se	
  indican	
  con	
  una	
  p	
  previa	
  al	
  nombre	
  del	
  anticuerpo	
  y	
  se	
  detalla	
  entre	
  paréntesis	
  el/los	
  residuo/s	
  fosforilados
que	
  reconoce	
  dicho	
  anticuerpo.



A	
  continuación,	
  se	
  realizaron	
  tres	
  lavados	
  de	
  10	
  minutos	
  con	
  TBS-­‐T,	
  y	
  posteriormente	
  las
membranas	
  se	
  incubaron	
  una	
  hora	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  con	
  los	
  anticuerpos	
  secunda-­‐
rios	
  correspondientes	
  diluidos	
  en	
  TBS-­‐T.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  secundarios	
  anti-­‐rabbit	
  la	
  dilución
fue	
  de	
  1:10000,	
  mientras	
  que	
  anti-­‐mouse y	
  anti-­‐goat fueron	
  utilizados	
  a	
  una	
  dilución	
  de
1:5000.	
  Tras	
  la	
  incubación	
  se	
  realizaron	
  de	
  nuevo	
  tres	
  lavados	
  de	
  10	
  minutos	
  con	
  TBS-­‐T.	
  Se
usaron	
  anticuerpos	
  secundarios	
  conjugados	
  con	
  peroxidasa	
  HRP	
  (Amersham	
  Bioscience)
o	
  conjugados	
  con	
  fluorocromos	
  (Molecular	
  Probes,	
  Invitrogen),	
  de	
  forma	
  que	
  el	
  revelado
se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  por	
  quimioluminiscencia	
  utilizando	
  el	
  reactivo	
  ECL	
  (GE	
  Healthcare)	
  o	
  me-­‐
diante	
  un	
  escáner	
  de	
  fluorescencia	
  Odyssey (LI-­‐COR	
  Biosciences).	
  La	
  posterior	
  cuantifica-­‐
ción	
  de	
  las	
  proteínas	
  detectadas	
  se	
  realizó	
  con	
  el	
  programa	
  Image	
  J.

Por	
  último,	
  en	
  determinadas	
  ocasiones	
  las	
  membranas	
  se	
  utilizaron	
  más	
  de	
  una	
  vez.	
  Para
ello,	
  se	
  utilizó	
  una	
  solución	
  de	
  borrado	
  o	
  stripping	
  precalentada	
  a	
  56oC	
  (Tris	
  HCl	
  62,5mM,
pH	
  6.8;	
  SDS	
  2%,	
  β-­‐mercaptoetanol	
  100mM),	
  en	
  la	
  que	
  se	
  incubaron	
  las	
  membranas	
  a	
  56oC
en	
  agitación	
  durante	
  20	
  minutos	
  (cuando	
  no	
  disponíamos	
  de	
  baño	
  con	
  agitación,	
  alterna-­‐
mos	
  la	
  incubación	
  en	
  el	
  baño	
  estático	
  a	
  56oC,	
  con	
  agitación	
  a	
  temperatura	
  ambiente,	
  cada
5	
  minutos,	
  durante	
  un	
  total	
  de	
  20	
  minutos	
  igualmente).	
  A	
  continuación	
  las	
  membranas	
  se
lavaron	
  con	
  TBS-­‐T	
  tres	
  veces,	
  se	
  bloquearon	
  de	
  nuevo	
  con	
  leche	
  5%	
  o	
  BSA	
  2%,	
  y	
  finalmente
se	
  incubaron	
  otra	
  vez	
  con	
  un	
  anticuerpo	
  primario	
  siguiendo	
  el	
  protocolo	
  previamente	
  des-­‐
crito.

10.  Ensayos  de  precipitación  de  proteínas  por  afinidad  o  ensayos  de  pull  down

La	
  determinación	
  del	
  nivel	
  de	
  activación	
  de	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  mediante	
  en-­‐
sayos	
  de	
  precipitación	
  por	
  afinidad	
  o	
  pull  down.	
  Para	
  ello,	
  cultivos	
  celulares	
  subconfluentes
fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  toda	
  la	
  noche	
  (en	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  MEFs	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐
Sos2)	
  o	
  4	
  horas	
  (para	
  las	
  líneas	
  con	
  silenciamiento	
  estable	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos
controles	
  shControl),	
  y	
  posteriormente	
  estimuladas	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  in-­‐
dicados.	
  A	
  continuación,	
  las	
  placas	
  fueron	
  colocadas	
  sobre	
  hielo,	
  se	
  retiró	
  el	
  medio	
  de	
  cul-­‐
tivo,	
  se	
  lavaron	
  dos	
  veces	
  con	
  PBS	
  frío,	
  y	
  se	
  añadieron	
  500-­‐700μl	
  de	
  tampón	
  de	
  lisis	
  MLB
1X	
  (Magnesium-­‐containing	
  Lysis	
  Buffer:	
  HEPES	
  25mM,	
  pH	
  7,5,	
  NaCl	
  150mM,	
  Igepal	
  CA-­‐630
1%,	
  MgCl2 10mM,	
  EDTA	
  1mM,	
  glicerol	
  10%)	
  (Upstate,	
  Millipore)	
  al	
  que	
  se	
  añade	
  en	
  fresco
NaF	
  25mM,	
  Na3VO4 1mM,	
  PMSF	
  1mM	
  y	
  la	
  mezcla	
  de	
  inhibidores	
  de	
  proteasas	
  Cømplete
(Roche).	
  Las	
  células	
  se	
  levantaron	
  de	
  la	
  placa	
  con	
  ayuda	
  de	
  un	
  rascador,	
  y	
  el	
  lisado	
  celular
se	
  transfirió	
  a	
  un	
  tubo	
  eppendorf.	
  

Posteriormente	
  los	
  lisados	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  13000	
  g,	
  durante	
  15	
  minutos	
  a	
  4oC,	
  se	
  recogió
el	
  sobrenadante	
  (del	
  cual	
  guardamos	
  una	
  alícuota	
  para	
  analizar	
  la	
  expresión	
  de	
  Ras	
  en	
  los
lisados	
  totales)	
  y	
  se	
  añadieron,	
  dependiendo	
  de	
  la	
  cantidad	
  de	
  lisado,	
  entre	
  10-­‐15μl	
  de	
  bo-­‐
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litas	
  de	
  glutatión-­‐agarosa	
  unidas	
  al	
  dominio	
  RBD	
  (Ras	
  binding	
  domain)	
  de	
  Raf1	
  (Upstate,
Millipore).	
  La	
  mezcla	
  se	
  incubó	
  en	
  un	
  agitador	
  de	
  rotación	
  orbital	
  a	
  4oC	
  durante	
  30	
  minutos,
tras	
  lo	
  cual,	
  las	
  muestras	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  14000	
  g,	
  durante	
  5	
  segundos	
  a	
  4oC.	
  Se	
  eliminó
el	
  sobrenadante	
  y	
  las	
  muestras	
  se	
  lavaron	
  tres	
  veces	
  con	
  500μl	
  de	
  tampón	
  de	
  lisis	
  MLB	
  1X
(para	
  eliminar	
  las	
  uniones	
  inespecíficas),	
  depositando	
  las	
  bolitas	
  en	
  el	
  fondo	
  del	
  tubo	
  des-­‐
pués	
  de	
  cada	
  lavado	
  con	
  pulsos	
  de	
  5	
  segundos	
  en	
  la	
  centrífuga.	
  Finalmente,	
  las	
  muestras
se	
  resuspendieron	
  en	
  tampón	
  de	
  carga	
  Laemmli	
  y	
  se	
  hirvieron	
  5	
  minutos.	
  Las	
  proteínas
fueron	
  analizadas	
  mediante	
  electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  poliacrilamida	
  al	
  15%,	
  seguida	
  de	
  Wes-­‐
tern	
   blot.	
   Los	
   niveles	
   de	
   Ras-­‐GTP	
   fueron	
   cuantificados	
   con	
   el	
   programa	
   Image	
   J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/)	
  normalizando	
  los	
  valores	
  respecto	
  a	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
  total
presente	
  en	
  el	
  lisado	
  celular.

11.  Transducción  lentiviral  para  el  silenciamiento  estable  con  shRNA

Para	
  la	
  generación	
  de	
  las	
  líneas	
  celulares	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  empleamos	
  técnicas
de	
  transducción	
  viral	
  utilizando	
  partículas	
  lentivirales	
  MISSION® shRNA	
  (Sigma).	
  Este	
  pro-­‐
ducto	
  contiene	
  5	
  tipos	
  de	
  partículas	
  lentivirales,	
  que	
  portan	
  5	
  construcciones	
  diferentes
de	
  shRNA	
  dirigidas	
  específicamente	
  contra	
  los	
  transcritos	
  de	
  mSos1	
  (NM_009231),	
  mSos2
(XM_127051),	
  o	
  una	
  construcción	
  de	
  shRNA	
  que	
  no	
  afecta	
  a	
  ningún	
  transcrito	
  en	
  concreto
(SHC002V)	
  y	
  que	
  fue	
  utilizada	
  como	
  control.	
  La	
  eficiencia	
  de	
  cada	
  construcción	
  fue	
  com-­‐
probada	
  por	
  separado	
  con	
  una	
  primera	
  infección,	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  cual	
  se	
  seleccionaron	
  aque-­‐
llas	
   que	
   conseguían	
  una	
  mayor	
   inhibición	
  del	
   transcrito.	
   Estas	
   construcciones	
   fueron
utilizadas	
  para	
  generar	
  clones	
  individuales	
  (procedentes	
  de	
  una	
  sola	
  célula)	
  con	
  silencia-­‐
miento	
  estable	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2.

Para	
  ello,	
  se	
  sembraron	
  células	
  al	
  50%	
  de	
  confluencia	
  en	
  placas	
  de	
  6	
  pocillos,	
  y	
  al	
  día	
  si-­‐
guiente	
  las	
  partículas	
  lentivirales	
  portadoras	
  de	
  las	
  construcciones	
  seleccionadas	
  (con
mayor	
  eficiencia)	
  fueron	
  añadidas	
  al	
  medio	
  de	
  cultivo	
  de	
  dichas	
  placas	
  con	
  una	
  multiplici-­‐
dad	
  de	
  infección	
  o	
  moi (multiplicity	
  of	
  infection)	
  entre	
  0,85-­‐1.	
  Además,	
  se	
  añadió	
  polibreno
a	
  una	
  concentración	
  final	
  de	
  8μg/ml	
  (hexadimethrine	
  bromide,	
  SIGMA);	
  este	
  compuesto
anula	
  las	
  cargas	
  eléctricas	
  que	
  producen	
  una	
  repulsión	
  entre	
  la	
  membrana	
  celular	
  y	
  la	
  su-­‐
perficie	
  de	
  las	
  partículas	
  virales.	
  A	
  continuación,	
  para	
  aumentar	
  la	
  eficiencia	
  de	
  transduc-­‐
ción,	
  las	
  placas	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  2000	
  rpm	
  durante	
  una	
  hora	
  a	
  32oC,	
  tras	
  lo	
  cual	
  las	
  placas
fueron	
  colocadas	
  de	
  nuevo	
  en	
  el	
  incubador.	
  Al	
  día	
  siguiente,	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  con	
  los
virus	
  y	
  el	
  polibreno	
  fue	
  reemplazado	
  por	
  medio	
  fresco.	
  Transcurridas	
  48	
  horas,	
  las	
  células
fueron	
  transferidas	
  a	
  placas	
  de	
  100mm	
  en	
  diluciones	
  de	
  1:10,	
  1:20	
  y	
  1:50	
  de	
  la	
  placa	
  ori-­‐
ginal.	
  Posteriormente,	
  las	
  células	
  fueron	
  seleccionadas	
  con	
  puromicina	
  a	
  una	
  concentración
final	
  de	
  1,5μg/ml	
  (calculada	
  previamente	
  con	
  células	
  sin	
  infectar	
  mediante	
  la	
  realización
de	
  una	
  curva	
  de	
  supervivencia).	
  Se	
  picaron	
  clones	
  aislados	
  de	
  células	
  resistentes	
  al	
  anti-­‐
biótico	
  usando	
  cilindros	
  de	
  clonación	
  de	
  8x8	
  mm	
  (Millipore)	
  y	
  150μl	
  de	
  tripsina,	
  deposi-­‐
tándose	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  clones	
  aislados	
  en	
  un	
  pocillo	
  de	
  placas	
  de	
  24	
  pocillos.	
  Finalmente,
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los	
  clones	
  fueron	
  expandidos	
  y	
  la	
  inhibición	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  fue	
  examinada	
  en	
  cada	
  uno	
  de
ellos.

Es	
  importante	
  comentar	
  que	
  para	
  la	
  obtención	
  de	
  clones	
  utilizamos	
  una	
  estrategia	
  alter-­‐
nativa	
  en	
  varias	
  ocasiones,	
  en	
  la	
  cual,	
  las	
  células	
  se	
  infectaron	
  del	
  modo	
  descrito,	
  pero	
  va-­‐
rios	
  pocillos	
  fueron	
  infectados	
  con	
  diluciones	
  seriadas	
  de	
  la	
  misma	
  mezcla	
  de	
  partículas
lentivirales.	
  De	
  esta	
  forma,	
  conseguimos	
  que	
  en	
  algunas	
  de	
  las	
  diluciones	
  se	
  infecten	
  pocas
células	
  favoreciendo	
  el	
  crecimiento	
  de	
  clones	
  aislados	
  una	
  vez	
  aplicado	
  el	
  antibiótico	
  de
selección.

12.  Ensayo  de  proliferación  MTT

Este	
  ensayo	
  evalúa	
  la	
  proliferación	
  celular	
  haciendo	
  uso	
  del	
  reactivo	
  MTT [3-­‐(4,5-­‐dimethyl-­‐
thiazol-­‐2-­‐yl)-­‐2,	
  5-­‐diphenyltetrazolium	
  bromide,	
  Sigma]	
  o	
  sal	
  de	
  tetrazolio,	
  que	
  es	
  reducida
en	
  las	
  mitocondrias	
  de	
  células	
  viables	
  y	
  metabólicamente	
  activas	
  transformándose	
  en	
  for-­‐
mazán.	
  En	
  este	
  proceso	
  el	
  reactivo	
  cambia	
  de	
  color	
  (de	
  amarillo	
  a	
  púrpura)	
  y	
  se	
  vuelve	
  hi-­‐
drofóbico,	
  por	
  lo	
  que	
  se	
  puede	
  solubilizar	
  con	
  DMSO y	
  cuantificar	
  por	
  colorimetría.

Las	
  células	
  fueron	
  sembradas	
  en	
  placas	
  de	
  24	
  pocillos,	
  en	
  diferentes	
  cantidades	
  para	
  que
no	
  alcanzasen	
  la	
  confluencia	
  en	
  ningún	
  momento	
  del	
  ensayo	
  (4	
  días),	
  sembrándose	
  desde
25.000	
  a	
  4.000	
  células	
  por	
  pocillo	
  (una	
  placa	
  por	
  día	
  de	
  medida).	
  Cada	
  condición	
  fue	
  en-­‐
sayada	
  por	
  cuadruplicado.	
  Para	
  el	
  procesamiento	
  de	
  cada	
  placa	
  (correspondiente	
  a	
  un	
  día
del	
  ensayo	
  distinto),	
  se	
  retiró	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  y	
  se	
  añadió	
  por	
  pocillo	
  una	
  mezcla	
  de
270μl	
  de	
  medio	
  DMEM	
  completo	
  y	
  30μl	
  de	
  MTT	
  (5μg/μl	
  en	
  PBS).	
  La	
  placa	
  se	
  incubó	
  a	
  37oC
durante	
  una	
  hora,	
  tras	
  la	
  cual	
  el	
  medio	
  fue	
  retirado.	
  Se	
  añadieron	
  500μl	
  de	
  DMSO	
  y	
  la	
  placa
se	
  agitó	
  suavemente	
  durante	
  10	
  minutos	
  (protegida	
  de	
  la	
  luz).	
  Finalmente,	
  se	
  midió	
  la	
  ab-­‐
sorbancia	
  a	
  una	
  longitud	
  de	
  onda	
  de	
  570nm	
  en	
  el	
  lector	
  de	
  placas	
  Ultra	
  Evolution	
  Micro-­‐
plate	
  Reader	
  (TECAN).	
  

Como	
  punto	
  inicial	
  del	
  experimento	
  (Basal),	
  se	
  utilizó	
  una	
  placa	
  en	
  la	
  que	
  se	
  sembraron
20.000	
  células/pocillo	
  y	
  cuya	
  absorbancia	
  fue	
  medida	
  12	
  horas	
  después	
  de	
  la	
  siembra,
cuando	
  las	
  células	
  se	
  encontraban	
  totalmente	
  adheridas	
  al	
  sustrato.	
  Los	
  valores	
  de	
  absor-­‐
bancia	
  de	
  cada	
  punto	
  de	
  tiempo	
  se	
  expresaron	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  punto	
  de	
  inicio
o	
  Basal,	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  un	
  valor	
  arbitrario	
  (Basal	
  =	
  1).

13.  Citometría  de  flujo

13.1  Análisis  del  ciclo  celular

Para	
  la	
  realización	
  de	
  este	
  análisis,	
  las	
  células	
  fueron	
  marcadas	
  con	
  ioduro	
  de	
  propidio	
  (IP),
un	
  agente	
  intercalante	
  que	
  emite	
  fluorescencia	
  cuando	
  se	
  une	
  al	
  DNA.	
  La	
  cantidad	
  celular
de	
  DNA,	
  y	
  por	
  tanto	
  la	
  fluorescencia	
  del	
  IP,	
  varía	
  en	
  las	
  diferentes	
  fases	
  del	
  ciclo	
  celular,
siendo	
  el	
  doble	
  en	
  la	
  fase	
  G2/M	
  respecto	
  a	
  la	
  fase	
  G0/G1	
  y	
  presentando	
  todo	
  el	
  rango	
  de
valores	
  intermedios	
  en	
  la	
  fase	
  S	
  o	
  de	
  replicación	
  del	
  DNA.
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Los	
  experimentos	
  se	
  realizaron	
  con	
  cultivos	
  celulares	
  en	
  crecimiento	
  activo	
  (subconfluen-­‐
tes).	
  En	
  primer	
  lugar	
  se	
  retiró	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  y	
  se	
  pasó	
  a	
  un	
  tubo.	
  Las	
  placas	
  se	
  lavaron
con	
  PBS	
  estéril	
  a	
  37oC,	
  y	
  se	
  levantaron	
  las	
  células	
  con	
  tripsina	
  diluida	
  1:2	
  en	
  PBS,	
  sin	
  dejar
demasiado	
  tiempo	
  para	
  no	
  deteriorar	
  la	
  membrana	
  celular	
  (entre	
  1-­‐2	
  minutos).	
  Para	
  de-­‐
tener	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  tripsina	
  se	
  añadió	
  a	
  las	
  placas	
  el	
  medio	
  recogido	
  anteriormente,	
  y
tras	
  pasar	
  la	
  suspensión	
  celular	
  a	
  tubos	
  de	
  citometría,	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  1200	
  rpm	
  durante
8	
  minutos.	
  Se	
  aspiró	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  se	
  lavaron	
  las	
  células	
  con	
  PBS.	
  A	
  continuación,	
  para
la	
  fijación	
  y	
  permeabilización	
  de	
  las	
  células	
  se	
  añadió	
  a	
  cada	
  tubo	
  700μl	
  de	
  etanol	
  70%	
  frío
y	
  se	
  incubaron	
  cubiertos	
  con	
  “parafilm”	
  a	
  4oC	
  un	
  mínimo	
  de	
  30	
  minutos	
  y	
  un	
  máximo	
  de
24	
  horas.	
  Transcurrido	
  ese	
  tiempo,	
  se	
  realizó	
  un	
  lavado	
  con	
  PBS	
  frío	
  centrifugando	
  5	
  minu-­‐
tos	
  a	
  1200	
  rpm	
  y	
  aspirando	
  el	
  sobrenadante,	
  y	
  cada	
  muestra	
  se	
  resuspendió	
  en	
  una	
  mezcla
compuesta	
  por:	
  300μl	
  de	
  PBS	
  frío,	
  16μl	
  de	
  ribonucleasa	
  A	
  (25μg/μl,	
  Sigma)	
  y	
  8μl	
  de	
  IP
(1μg/μl,	
  Sigma).	
  Posteriormente	
  las	
  muestras	
  se	
  incubaron	
  en	
  agitación,	
  a	
  temperatura
ambiente	
  y	
  en	
  oscuridad	
  durante	
  1-­‐2	
  horas.	
  La	
  ribonucleasa	
  A	
  elimina	
  rápidamente	
  todo
el	
  RNA	
  de	
  las	
  muestras	
  y	
  el	
  IP	
  se	
  une	
  estequiométricamente	
  al	
  DNA.	
  Finalmente,	
  las	
  mues-­‐
tras	
  se	
  adquieren	
  en	
  el	
  citómetro	
  de	
  flujo	
  FACScalibur	
  (Becton	
  Dickinson)	
  utilizando	
  el	
  pro-­‐
grama	
  CellQuest.	
  Normalmente	
  se	
  adquieren	
  20.000	
  células	
  a	
  una	
  velocidad	
  no	
  superior
a	
  200-­‐300	
  eventos	
  por	
  segundo,	
  para	
  evitar	
  la	
  aparición	
  de	
  dobletes.	
  Las	
  poblaciones	
  se
seleccionaron	
  con	
  el	
  programa	
  Paint-­‐a-­‐Gate,	
  descartando	
  los	
  dobletes	
  y	
  restos	
  celulares
(debris).	
  El	
  cálculo	
  de	
  la	
  distribución	
  poblacional	
  en	
  cada	
  fase	
  del	
  ciclo	
  se	
  realizó	
  mediante
el	
  uso	
  de	
  algoritmos	
  implementados	
  en	
  los	
  programas	
  ModFit	
  LT	
  (Verity	
  Software	
  House)
y	
  FlowJo	
  (Treestar).

13.2  Análisis  de  la  muerte  celular

Este	
  ensayo	
  está	
  basado	
  en	
  la	
  translocación	
  de	
  la	
  fosfatidilserina	
  (PS)	
  de	
  la	
  cara	
  interna	
  a
la	
  externa	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  evento	
  que	
  ocurre	
  en	
  etapas	
  tempranas	
  de	
  la	
  apop-­‐
tosis.	
  La	
  Anexina	
  V	
  es	
  una	
  proteína	
  de	
  unión	
  a	
  fosfolípidos	
  (dependiente	
  de	
  Ca+2),	
  que	
  pre-­‐
senta	
  gran	
  afinidad	
  y	
  especificidad	
  por	
  la	
  PS.	
  Por	
  tanto,	
  ésta	
  se	
  une	
  a	
  la	
  PS	
  en	
  células	
  que
estén	
  iniciando	
  el	
  proceso	
  apoptótico.	
  Cuando	
  las	
  células	
  se	
  encuentran	
  en	
  una	
  fase	
  más
avanzada	
  de	
  la	
  apoptosis	
  (o	
  en	
  una	
  muerte	
  por	
  necrosis),	
  se	
  produce	
  una	
  pérdida	
  de	
  la	
  in-­‐
tegridad	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  que	
  posibilita	
  el	
  marcaje	
  de	
  DNA	
  por	
  colorantes	
  vita-­‐
les,	
  como	
  la	
  7-­‐actinomicina	
  D	
  (7-­‐AAD).	
  De	
  esta	
  manera,	
  el	
  doble	
  marcaje	
  con	
  Anexina	
  V
(conjugada	
  con	
  el	
  fluorocromo	
  APC)	
  y	
  7-­‐AAD	
  puede	
  ser	
  cuantificado	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo,
y	
  nos	
  permite	
  diferenciar	
  las	
  siguientes	
  poblaciones	
  celulares:

-­‐	
  Células	
  negativas	
  para	
  ambos	
  marcadores:	
  viables

-­‐	
  Células	
  positivas	
  para	
  Anexina	
  V-­‐APC	
  y	
  negativas	
  para	
  7AAD:	
  apoptosis	
  temprana

-­‐	
  Células	
  positivas	
  para	
  ambos	
  marcadores:	
  apoptosis	
  tardía	
  o	
  necrosis

-­‐	
  Células	
  positivas	
  para	
  7AAD:	
  probablemente	
  necrosis
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Este	
  ensayo	
  no	
  permite	
  distinguir	
  la	
  apoptosis	
  tardía	
  de	
  la	
  muerte	
  por	
  necrosis,	
  pues	
  en
ambas	
  situaciones	
  se	
  ha	
  perdido	
  la	
  integridad	
  de	
  la	
  membrana	
  y	
  los	
  marcadores	
  vitales
tiñen	
  el	
  DNA.	
  	
  

Se	
  utilizaron	
  cultivos	
  celulares	
  subconfluentes	
  en	
  condiciones	
  normales	
  o	
  tratados	
  con
tBHP	
  (concentración	
  especificada	
  en	
  cada	
  caso)	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales	
  se	
  reem-­‐
plazó	
  el	
  tratamiento	
  por	
  medio	
  fresco.	
  Después	
  de	
  20-­‐22	
  horas	
  se	
  retiró	
  el	
  medio	
  (de	
  cé-­‐
lulas	
  tratadas	
  y	
  sin	
  tratar)	
  y	
  se	
  pasó	
  a	
  tubos	
  de	
  citometría	
  (para	
  no	
  perder	
  aquellas	
  células
despegadas	
  del	
  sustrato	
  por	
  procesos	
  de	
  muerte).	
  A	
  continuación,	
  se	
  lavaron	
  con	
  PBS	
  y	
  el
lavado	
  se	
  recogió	
  en	
  el	
  mismo	
  tubo.	
  Las	
  células	
  se	
  levantaron	
  con	
  tripsina	
  diluida	
  1:2	
  en
PBS,	
  sin	
  dejar	
  demasiado	
  tiempo	
  para	
  no	
  deteriorar	
  la	
  membrana	
  celular	
  (entre	
  1-­‐2	
  minu-­‐
tos).	
  La	
  tripsina	
  se	
  neutralizó	
  añadiendo	
  el	
  medio	
  recogido	
  anteriormente.	
  La	
  suspensión
de	
  células	
  se	
  centrifugó	
  a	
  1200	
  rpm	
  durante	
  5	
  minutos,	
  se	
  lavó	
  con	
  PBS	
  a	
  37oC,	
  y	
  se	
  cen-­‐
trifugó	
  de	
  nuevo	
  en	
  las	
  mismas	
  condiciones.	
  Se	
  aspiró	
  el	
  sobrenadante	
  y	
  cada	
  muestra	
  se
resuspendió	
  en	
  100μl	
  de	
  Binding	
  Buffer	
  1X	
  (HEPES/NaOH	
  10mM	
  pH	
  7,4,	
  NaCl	
  140mM,
CaCl2 25mM)	
  (BD	
  Bioscience)	
  a	
  los	
  que	
  se	
  añadieron	
  5μl	
  de	
  7-­‐AAD	
  (BD	
  Bioscience)	
  y	
  5μl
de	
  Anexina	
  V-­‐APC	
  (BD	
  Bioscience)	
  por	
  muestra.	
  Se	
  incubaron	
  en	
  oscuridad	
  durante	
  15	
  mi-­‐
nutos	
  y	
  en	
  agitación,	
  tras	
  los	
  cuales	
  se	
  añadieron	
  300μl	
  más	
  de	
  Binding	
  Buffer	
  por	
  muestra
(para	
  facilitar	
  la	
  lectura	
  de	
  la	
  muestra	
  en	
  el	
  citómetro).	
  Finalmente,	
  se	
  adquirieron	
  20.000
células	
  en	
  un	
  citómetro	
  de	
  flujo	
  FACScalibur	
  (Becton	
  Dickinson),	
  a	
  una	
  velocidad	
  no	
  supe-­‐
rior	
  a	
  500-­‐800	
  eventos	
  por	
  segundo.	
  El	
  análisis	
  de	
  los	
  datos	
  se	
  realizó	
  con	
  el	
  programa
WinMDI	
  2.9.

13.3  Análisis  de  las  especies  reactivas  de  oxígeno  (ROS)  y  el  potencial  de  membrana  mi-­‐

tocondrial  (ΔΨm)

Para	
  la	
  determinación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  y	
  del	
  potencial	
  de	
  membrana	
  mi-­‐
tocondrial	
  (ΔΨm)	
  las	
  células	
  fueron	
  marcadas	
  con	
  los	
  compuestos	
  fluorescentes	
  DHE (dihy-­‐
droethidium,	
   Sigma)	
   y	
   DiOC6(3) (3,3´-­‐dihexyloxacarbocyanine	
   iodide,	
   Invitrogen).	
   La
fluorescencia	
  emitida	
  por	
  ambos	
  marcadores	
  fue	
  analizada	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  El	
  DHE
es	
  una	
  forma	
  reducida	
  del	
  etidio,	
  un	
  agente	
  intercalante	
  que	
  cuando	
  es	
  oxidado	
  en	
  el	
  in-­‐
terior	
  celular	
  se	
  une	
  al	
  DNA	
  emitiendo	
  fluorescencia	
  roja.	
  Se	
  ha	
  descrito	
  que	
  el	
  DHE	
  reac-­‐
ciona	
  específicamente	
  con	
  el	
  anión	
  superóxido	
  y	
  con	
  menor	
  preferencia	
  con	
  otras	
  especies
de	
  ROS	
  (Bindokas	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Rothe	
  and	
  Valet,	
  1990).	
  El	
  DiOC6(3)	
  es	
  un	
  fluorocromo	
  lipo-­‐
fílico	
  y	
  permeable,	
  que	
  a	
  bajas	
  concentraciones	
  marca	
  específicamente	
  la	
  membrana	
  mi-­‐
tocondrial.	
  Este	
  compuesto	
  difunde	
  por	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  entra	
  en	
  el	
  citosol	
  y	
  se
incorpora	
  a	
  la	
  membrana	
  mitocondrial	
  dependiendo	
  de	
  su	
  ΔΨm.	
  Su	
  fluorescencia	
  aumenta
una	
  vez	
  incorporado.	
  Por	
  tanto,	
  se	
  pueden	
  detectar	
  las	
  variaciones	
  en	
  el	
  ΔΨm	
  a	
  través	
  de
la	
  incorporación	
  de	
  DiOC6(3).

Para	
  llevar	
  a	
  cabo	
  este	
  análisis	
  utilizamos	
  cultivos	
  celulares	
  con	
  una	
  confluencia	
  del	
  50-­‐
60%.	
  Se	
  retiró	
  el	
  medio	
  y	
  se	
  pasó	
  a	
  un	
  tubo,	
  las	
  placas	
  se	
  lavaron	
  con	
  PBS	
  estéril	
  a	
  37oC,	
  y
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se	
  levantaron	
  las	
  células	
  con	
  tripsina	
  diluida	
  1:2	
  en	
  PBS,	
  sin	
  dejar	
  demasiado	
  tiempo	
  para
no	
  deteriorar	
  la	
  membrana	
  celular	
  (entre	
  1-­‐2	
  minutos).	
  La	
  actividad	
  de	
  la	
  tripsina	
  se	
  neu-­‐
tralizó	
  añadiendo	
  a	
  las	
  placas	
  el	
  medio	
  recogido	
  anteriormente,	
  y	
  tras	
  pasar	
  la	
  suspensión
celular	
  a	
  tubos	
  de	
  citometría,	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  1200	
  rpm	
  durante	
  8	
  minutos.	
  Se	
  aspiró	
  el
sobrenadante	
  y	
  se	
  añadió	
  a	
  cada	
  muestra	
  300-­‐400μl	
  de	
   la	
  mezcla:	
  2μM	
  DHE	
  y	
  20nM
DiOC6(3)	
  en	
  PBS.	
  Las	
  células	
  se	
  incubaron	
  con	
  los	
  marcadores	
  durante	
  45	
  minutos	
  en	
  os-­‐
curidad	
  a	
  37oC.	
  Como	
  control	
  positivo	
  se	
  trataron	
  células	
  de	
  cada	
  condición	
  con	
  tBHP
(50μM	
  o	
  300μM,	
  especificado	
  en	
  cada	
  caso)	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales	
  el	
  medio	
  fue
reemplazado	
  por	
  medio	
  fresco.	
  Dos	
  horas	
  después	
  fueron	
  procesadas	
  junto	
  al	
  resto	
  de
muestras	
  siguiendo	
  el	
  protocolo	
  descrito.	
  Por	
  último,	
  las	
  muestras	
  fueron	
  analizadas	
  en
un	
  citómetro	
  de	
  flujo	
  FACSCalibur	
  (Becton	
  Dickinson)	
  utilizando	
  el	
  programa	
  CellQuest.	
  Se
adquirieron	
  20.000	
  células,	
  y	
  los	
  datos	
  fueron	
  analizados	
  con	
  el	
  programa	
  FCS	
  Express	
  4
Image	
  Cytometry™	
  (De	
  Novo	
  Software),	
  cuantificando	
  la	
  fluorescencia	
  media	
  (geometric
mean)	
  de	
  DHE	
  y	
  DiOC6(3)	
  en	
  cada	
  muestra.

14.  Análisis  estadístico

El	
  test	
  estadístico	
  utilizado	
  dependió	
  del	
  número	
  de	
  grupos	
  experimentales	
  analizados	
  y
de	
  la	
  distribución	
  de	
  los	
  datos:

Experimentos	
  con	
  dos	
  grupos:	
  los	
  experimentos	
  del	
  capítulo	
  3	
  constan	
  de	
  dos	
  grupos	
  ex-­‐
perimentales	
  (shSos1/2 vs	
  shControl).	
  Cuando	
  los	
  datos	
  siguieron	
  una	
  distribución	
  normal,
se	
  aplicó	
  el	
  test	
  t-­‐Student con	
  dos	
  colas	
  para	
  muestras	
  no	
  pareadas	
  utilizando	
  Excel	
  (Mi-­‐
crosoft).	
  Por	
  el	
  contrario,	
  cuando	
  los	
  datos	
  no	
  se	
  ajustaron	
  a	
  una	
  distribución	
  normal	
  se
aplicó	
  el	
  test	
  no	
  paramétrico	
  U  de  Mann-­‐Whitney utilizando	
  el	
  programa	
  informático	
  SPSS
Statistic	
  17.0.	
  Los	
  resultados	
  se	
  consideraron	
  significativos	
  cuando	
  el	
  p-­‐valor	
  <	
  0,05.

Experimentos	
  con	
  más	
  de	
  dos	
  grupos:	
  los	
  experimentos	
  del	
  capítulo	
  2	
  constan	
  de	
  tres	
  gru-­‐
pos	
  experimentales	
  (MEFs	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2).	
  Cuando	
  los	
  datos	
  siguieron	
  una	
  distri-­‐
bución	
  normal,	
  se	
  aplicó	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  varianza	
  (ANOVA)	
  seguido	
  de	
  un	
  test	
  de	
  Bonferroni
(que	
  informa	
  sobre	
  qué	
  comparación/es	
  presentan	
  las	
  diferencias	
  significativas	
  encontradas
con	
  la	
  ANOVA)	
  utilizando	
  el	
  programa	
  informático	
  SPSS	
  Statistic	
  17.0.	
  Si	
  bien,	
  cuando	
  los
datos	
  no	
  se	
  ajustaron	
  a	
  una	
  distribución	
  normal,	
  se	
  aplicó	
  el	
  test	
  no	
  paramétrico	
  Kruskal-­‐
Wallis utilizando	
  el	
  programa	
  informático	
  SPSS	
  Statistic	
  17.0.	
  Los	
  resultados	
  se	
  consideraron
significativos	
  cuando	
  el	
  p-­‐valor	
  <	
  0,05.
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Resultados

1.  ANÁLISIS  DEL  PERFIL  TRANSCRIPCIONAL  DEPENDIENTE  DE
LA  EXPRESIÓN  DE  SOS1  Y  SOS2  EN  FIBROBLASTOS  EMBRIO-­‐
NARIOS  DE  RATÓN

A	
  pesar	
  de	
  la	
  elevada	
  similitud	
  en	
  secuencia	
  y	
  estructura	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos,	
  el	
  papel	
  bio-­‐
lógico	
  de	
  las	
  mismas	
  así	
  como	
  el	
  solapamiento	
  o	
  especificidad	
  funcional	
  entre	
  ellas	
  sigue
generando	
  muchas	
  preguntas.	
  En	
  este	
  sentido,	
  como	
  explicamos	
  en	
  la	
  Introdución	
  (pág.
31),	
  la	
  generación	
  de	
  ratones	
  ko individuales	
  para	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  ha	
  revelado	
  que	
  la	
  función
biológica	
  de	
  estas	
  proteínas	
  in  vivo es	
  específica,	
  al	
  menos	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  embrio-­‐
nario.	
  En	
  esta	
  etapa	
  Sos1	
  ejerce	
  un	
  papel	
  esencial	
  en	
  el	
  correcto	
  desarrollo	
  de	
  la	
  placenta
(Qian	
  et	
  al.,	
  2000)	
  y	
  del	
  sistema	
  cardiovascular	
  de	
  ratón	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  1997),	
  que	
  no	
  puede
ser	
  compensado	
  por	
  la	
  actividad	
  de	
  Sos2.	
  Estos	
  datos	
  apuntan	
  a	
  la	
  existencia	
  de	
  especifi-­‐
cidad	
  funcional,	
  sin	
  embargo,	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  estudios	
  in  vitro con	
  cultivos	
  celulares	
  han
sido	
  realizados	
  sólo	
  con	
  una	
  de	
  las	
  isoformas	
  (generalmente	
  Sos1),	
  siendo	
  pocos	
  los	
  tra-­‐
bajos	
  comparativos	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Qian	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Yang	
  et	
  al.,	
  1995)	
  o	
  en	
  los	
  que
al	
  menos	
  se	
  consideren	
  ambas	
  isoformas	
  (Boykevisch	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Oh-­‐hora	
  et	
  al.,	
  2003).
En	
  este	
  contexto,	
  y	
  puesto	
  que	
  estas	
  proteínas	
  activan	
  a	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  y	
  Rac	
  cuya	
  función
reguladora	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  está	
  ampliamente	
  documentada,	
  en	
  este	
  trabajo	
  nos
preguntamos	
  si	
  la	
  actividad	
  biológica	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  puede	
  asociarse	
  a	
  un	
  perfil	
  trans-­‐
cripcional	
  específico.	
  Para	
  este	
  fin,	
  empleamos	
  MEFs	
  inmortalizados	
  derivados	
  de	
  dichos
ratones	
  ko,	
  y	
  realizamos	
  un	
  estudio	
  del	
  perfil	
  de	
  expresión	
  génica	
  global	
  mediante	
  la	
  hibri-­‐
dación	
  con	
  microarrays	
  de	
  Affymetrix,	
  que	
  permiten	
  evaluar	
  la	
  expresión	
  simultánea	
  de
más	
  de	
  39.000	
  transcritos	
  del	
  genoma	
  de	
  ratón.
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1.1    Confirmación  del  genotipo  de  las  líneas  celulares  utilizadas

Antes	
  de	
  realizar	
  las	
  hibridaciones	
  con	
  los	
  microarrays,	
  corroboramos	
  el	
  genotipo	
  de	
  las	
  lí-­‐
neas	
  MEFs	
  inmortalizadas	
  mediante	
  PCR	
  (a	
  partir	
  de	
  DNA	
  genómico)	
  y	
  Western	
  blot	
  (Figura
16).	
  Los	
  oligos	
  utilizados	
  en	
  la	
  PCR	
  permitieron	
  detectar	
  la	
  presencia	
  del	
  alelo	
  wt (silvestre)
y	
  ko (mutante)	
  para	
  ambos	
  loci	
  Sos1 y	
  Sos2.	
  Los	
  oligos	
  que	
  detectan	
  el	
  alelo	
  mutante	
  anillan
en	
  la	
  zona	
  donde	
  está	
  insertado	
  el	
  cassette de	
  neomicina,	
  de	
  manera	
  que	
  se	
  amplifica	
  un
producto	
  de	
  diferente	
  tamaño	
  si	
  el	
  alelo	
  es	
  mutante	
  o	
  silvestre.	
  Esto	
  permitió	
  verificar	
  qué
líneas	
  portaban	
  ambos	
  alelos	
  silvestres	
  (wt),	
  un	
  alelo	
  mutante	
  y	
  otro	
  silvestre	
  (ht),	
  o	
  los
dos	
  alelos	
  mutantes	
  (ko),	
  para	
  los	
  loci	
  Sos1 y	
  Sos2 (Figura  16-­‐A).	
  En	
  la	
  Figura  16-­‐B podemos
observar	
  que	
  no	
  existe	
  proteína	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  en	
  los	
  lisados	
  de	
  fibroblastos	
  deficientes	
  para
Sos1	
  y	
  Sos2,	
  respectivamente,	
  indicando	
  que	
  los	
  anticuerpos	
  utilizados	
  son	
  específicos	
  (Fi-­‐
gura  16-­‐B).	
  Además,	
  no	
  se	
  aprecian	
  cambios	
  de	
  expresión	
  compensatorios	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2
debido	
  a	
  la	
  ausencia	
  de	
  la	
  otra	
  isoforma.

1.2    Microarrays  de  expresión:  identificación  de  los  genes  expresados  diferencialmente

en  MEFs  ko-­‐Sos1 y  ko-­‐Sos2

Para	
  el	
  estudio	
  del	
  perfil	
  transcripcional	
  se	
  compararon	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  de	
  ra-­‐
tones	
  ko para	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  con	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  en	
  crecimiento	
  activo.	
  Se	
  extrajo
RNA	
  de	
  cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  cada	
  genotipo.	
  Este	
  RNA	
  se	
  hibridó	
  con	
  microarrays
Mouse  Genome  430  2.0 (Affymetrix)	
  una	
  vez	
  comprobada	
  la	
  calidad	
  y	
  concentración	
  del
mismo	
  mediante	
  el	
  chip	
  Agilent	
  2100	
  Bioanalyze.	
  Las	
  líneas	
  empleadas	
  incluyen	
  MEFs	
  wt,
ht y	
  ko derivadas	
  de	
  ratones	
  ko para	
  Sos1,	
  e	
  igualmente	
  MEFs	
  wt,	
  ht y	
  ko derivados	
  de	
  ra-­‐
tones	
  ko para	
  Sos2.	
  La	
  información	
  referente	
  al	
  número	
  de	
  réplicas	
  de	
  cada	
  genotipo,	
  así
como	
  la	
  cantidad	
  de	
  éstas	
  que	
  proceden	
  de	
  embriones	
  diferentes	
  (réplicas	
  biológicas),
se7encuentra	
  detallada	
  en	
  la	
  Tabla  2 (pág.	
  47).
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Figura  16.  Análisis  del  genotipo  de  las  líneas  celulares  utilizadas. (A) El	
  genotipo	
  de	
  los	
  MEFs	
  aislados
de	
  ratones	
  silvestres	
  (wt),	
  heterocigotos	
  (ht)	
  y	
  knockouts	
  (ko)	
  para	
  los	
  genes	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  se	
  comprobó	
  mediante
PCR	
  a	
  partir	
  de	
  DNA	
  genómico.	
  Los	
  productos	
  amplificados	
  con	
  un	
  tamaño	
  de	
  410	
  bp	
  corresponden	
  a	
  los	
  alelos
ko	
  para	
  ambos	
  loci,	
  mientras	
  que	
  los	
  alelos	
  silvestres	
  tienen	
  un	
  tamaño	
  de	
  612	
  	
  y	
  367	
  bp	
  para	
  los	
  loci	
  Sos1	
  y
Sos2,	
  respectivamente.	
  (B) Detección	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  mediante	
  Western	
  Blot	
  en	
  lisados	
  celulares
totales	
  de	
  las	
  líneas	
  MEFs	
  de	
  los	
  genotipos	
  disponibles.



Los	
  datos	
  crudos	
  de	
  fluorescencia	
  obtenidos	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  hibridaciones	
  fueron	
  nor-­‐
malizados	
  mediante	
  el	
  programa	
  RMA	
  (Robust	
  Multi-­‐array	
  Average)	
  (Irizarry	
  et	
  al.,	
  2003b).
El	
  algoritmo	
  de	
  este	
  programa	
  elimina	
  el	
  ruido	
  de	
  fondo,	
  normaliza	
  los	
  datos,	
  y	
  por	
  último
calcula	
  el	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  cada	
  sonda	
  en	
  todos	
  los	
  microarrays	
  analizados.	
  Se	
  utilizó
una	
  versión	
  modificada	
  del	
  RMA,	
  ProbePacket2 (PP2)	
  (ver	
  Materiales	
  y	
  métodos,	
  pág.	
  48),
Esta	
  modificación	
  supuso	
  la	
  eliminación	
  de	
  sondas	
  inespecíficas	
  y	
  la	
  utilización	
  de	
  la	
  señal
de	
  todas	
  las	
  sondas	
  que	
  detectan	
  un	
  mismo	
  transcrito,	
  evitando	
  la	
  exclusión	
  de	
  las	
  consi-­‐
deradas	
  outliers (el	
  algoritmo	
  original	
  las	
  elimina	
  aplicando	
  medianas	
  consecutivas).	
  El	
  aná-­‐
lisis	
  de	
  expresión	
  diferencial	
  se	
   llevó	
  a	
  cabo	
  aplicando	
  el	
  algoritmo	
  SAM	
  (Significance
Analysis	
  of	
  Microarrays)	
  (Tusher	
  et	
  al.,	
  2001),	
  mediante	
  el	
  cual	
  se	
  obtiene	
  una	
  lista	
  de	
  trans-­‐
critos	
  con	
  cambios	
  de	
  expresión	
  estadísticamente	
  significativos,	
  y	
  cuya	
  extensión	
  depen-­‐
derá	
  de	
  la	
  tasa	
  de	
  falsos	
  positivos	
  (FDR)	
  determinada	
  en	
  el	
  estudio.	
  El	
  FDR	
  seleccionado
dependerá	
  del	
  tipo	
  de	
  estudio	
  y	
  del	
  error	
  que	
  estemos	
  dispuestos	
  a	
  asumir.	
  Cabe	
  destacar
que	
  el	
  FDR	
  es	
  una	
  herramienta	
  estadística,	
  y	
  en	
  este	
  sentido	
  no	
  debe	
  tratarse	
  como	
  una
validación	
  biológica.	
  Por	
  eso,	
  la	
  significación	
  funcional	
  del	
  perfil	
  de	
  expresión	
  diferencial
debe	
  ser	
  confirmada	
  y	
  evaluada	
  experimentalmente.

Como	
  comentamos	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos,	
  los	
  contrastes	
  analizados	
  fueron	
  ko-­‐Sos1  vs
Control y	
  ko-­‐Sos2  vs  Control,	
  donde	
  la	
  condición	
  Control	
  incluye	
  las	
  hibridaciones	
  con	
  las
líneas	
  wt y	
  ht en	
  cada	
  caso	
  (Figura  17).	
  

El	
  análisis	
  de	
  los	
  datos	
  reveló	
  que	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  produce	
  una	
  alteración	
  de	
  la	
  ex-­‐
presión	
  génica	
  mucho	
  mayor	
  que	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos2.	
  En	
  el	
  contraste	
  ko-­‐Sos1  vs  Control
pudimos	
  observar	
  un	
  número	
  elevado	
  de	
  transcritos	
  significativos	
  aplicando	
  valores	
  de
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Figura  17.  Significación  estadística  de  los  contrastes  seleccionados. Resultados	
  del	
  análisis	
  estadístico
SAM	
  para	
  el	
  contrate	
  ko-­‐Sos1  vs  Control (wt+ht)	
  (en	
  rojo),	
  y	
  en	
  el	
  contraste	
  ko-­‐Sos2  vs  Control  (wt+ht)	
  (en	
  azul).
Cada	
  curva	
  corresponde	
  a	
  un	
  análisis	
  SAM	
  representado	
  por	
  el	
  número	
  de	
  falsos	
  positivos	
  (ordenada	
  en	
  eje	
  Y)
respecto	
  al	
  número	
  de	
  transcritos	
  significativos	
  obtenidos	
  (coordenada	
  en	
  eje	
  X).	
  El	
  análisis	
  estadístico	
  SAM
se	
  realizó	
  tras	
  la	
  normalización	
  y	
  cálculo	
  de	
  la	
  señal	
  utilizando	
  la	
  versión	
  modificada	
  del	
  RMA,	
  ProbePacket  2
(PP2).



FDR	
  pequeños.	
  Por	
  ejemplo,	
  fijando	
  un	
  FDR	
  de	
  0,02	
  (2%	
  de	
  falsos	
  positivos)	
  el	
  número	
  de
transcritos	
  significativos	
  fue	
  de	
  297.	
  En	
  la	
  Tabla  5 quedan	
  resumidos	
  varios	
  ejemplos	
  de	
  la
variación	
  en	
  el	
  número	
  de	
  genes	
  significativos	
  dependiendo	
  del	
  FDR	
  fijado,	
  aportando	
  una
idea	
  más	
  general	
  y	
  más	
  amplia	
  de	
  la	
  significación	
  estadística	
  de	
  cada	
  contraste.	
  La	
  repre-­‐
sentación	
  gráfica	
  de	
  esta	
  visión	
  global	
  se	
  muestra	
  en	
  la	
  Figura  17.	
  Estas	
  gráficas	
  representan
el	
  número	
  de	
  falsos	
  positivos	
  (eje	
  Y)	
  respecto	
  al	
  número	
  total	
  de	
  trascritos	
  significativos
(eje	
  X),	
  donde	
  cada	
  punto	
  (x,y)	
  corresponde	
  a	
  un	
  FDR	
  distinto.	
  En	
  ellas,	
  podemos	
  apreciar
claramente	
  que	
  la	
  deficiencia	
  de	
  Sos1	
  genera	
  cambios	
  en	
  un	
  gran	
  número	
  de	
  transcritos,
con	
  un	
  número	
  muy	
  pequeño	
  de	
  falsos	
  positivos	
  (Figura  17,	
  ko-­‐Sos1 vs  Control).	
  Por	
  el	
  con-­‐
trario,	
  la	
  deficiencia	
  de	
  Sos2	
  en	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  apenas	
  produce	
  cambios	
  en	
  la
expresión	
  génica	
  de	
  los	
  mismos	
  (Figura  17,	
  ko-­‐Sos2  vs  Control).

En	
  el	
  CD	
  adjunto	
  se	
  incluye	
  la	
  lista	
  completa	
  para	
  ambos	
  contrastes	
  (esta	
  lista	
  contiene
todos	
  los	
  transcritos	
  detectados	
  por	
  el	
  microarray),	
  ordenada	
  de	
  mayor	
  a	
  menor	
  d-­‐value,
o	
  lo	
  que	
  es	
  lo	
  mismo,	
  ordenados	
  por	
  la	
  consistencia	
  en	
  el	
  cambio	
  de	
  expresión.	
  Adicional-­‐
mente,	
  las	
  listas	
  de	
  transcritos	
  significativos	
  con	
  un	
  FDR	
  de	
  0,0075	
  en	
  el	
  contraste	
  para	
  ko-­‐
Sos1 (Tabla  6),	
  y	
  un	
  FDR	
  de	
  0,522	
  en	
  el	
  contraste	
  para	
  ko-­‐Sos2 (Tabla  7),	
  pueden	
  consultarse
en	
  el	
  Apéndice	
  de	
  esta	
  memoria	
  (pág.	
  137).

1.3    Validación  de  los  resultados  obtenidos  con  los  microarrays  de  expresión

El	
  estudio	
  con	
  microarrays	
  de	
  expresión	
  detecta	
  cambios	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  mRNA	
  entre	
  dis-­‐
tintas	
  muestras	
  biológicas.	
  Para	
  la	
  interpretación	
  de	
  estos	
  resultados	
  hay	
  que	
  tener	
  en
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Contraste   FDR
Nº  transcritos
significativos

Nº  locus  
diferentes

Transcritos  
sobreexpresados

Transcritos
reprimidos

ko-­‐Sos1  vs  Control

0,0075 127 111 49	
  (38) 78	
  (73)

0,014 203 176 81	
  (65) 122	
  (111)
0,025 325 274 142	
  (116) 183	
  (158)
0,042 500 426 223	
  (187) 277	
  (239)
0,066 740 627 301	
  (256) 439	
  (371)
0,11 1086 905 477	
  (400) 609	
  (505)

ko-­‐Sos2  vs  Control

0,206 1 1 1 -­‐
0,285 2 2 2 -­‐
0,522 73 70 26	
  (25) 47	
  (45)
0,535 96 92 33	
  (32) 63	
  (60)
0,546 136 125 50	
  (46) 86	
  (79)

Tabla  5.  Número  de  genes  significativos  según  el  valor  de  FDR. Distintos	
  valores	
  de	
  FDR	
  (False	
  Discovery
Rate)	
  generan	
  listas	
  con	
  mayor	
  o	
  menor	
  número	
  de	
  transcritos	
  significativos.	
  En	
  esta	
  tabla	
  se	
  resumen	
  varios
ejemplos	
  para	
  cada	
  contraste.	
  La	
  tercera	
  columna	
  corresponde	
  al	
  número	
  de	
  locus	
  diferentes	
  de	
  los	
  que	
  pro-­‐
vienen	
  los	
  transcritos	
  significativos,	
  y	
  las	
  dos	
  últimas	
  columnas	
  contienen	
  la	
  cantidad	
  de	
  trascritos	
  que	
  aumen-­‐
tan	
  y	
  que	
  disminuyen	
  para	
  cada	
  FDR.



cuenta	
  muchos	
  factores,	
  entre	
  ellos,	
  que	
  las	
  diferencias	
  de	
  expresión	
  de	
  mRNA	
  no	
  siempre
reflejan	
  cambios	
  a	
  nivel	
  proteico.	
  De	
  hecho,	
  existen	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  de	
  la	
  ex-­‐
presión	
  génica	
  posteriores	
  a	
  la	
  síntesis	
  del	
  mRNA	
  (post-­‐transcripcionales)	
  y	
  a	
  la	
  síntesis
proteica	
  (regulación	
  post-­‐traduccional).	
  Por	
  este	
  motivo,	
  es	
  necesario	
  validar	
  los	
  resultados
mediante	
  otras	
  aproximaciones.	
  Por	
  un	
  lado,	
  con	
  técnicas	
  de	
  cuantificación	
  del	
  mRNA	
  al-­‐
ternativas	
  a	
  la	
  hibridación	
  con	
  microarrays	
  (como	
  la	
  PCR	
  en	
  tiempo	
  real),	
  y	
  por	
  otro,	
  ana-­‐
lizando	
  el	
  nivel	
  de	
  expresión	
  proteico.	
  De	
  esta	
  manera	
  podremos	
  evaluar	
  la	
  fiabilidad	
  de
los	
  resultados	
  y	
  nos	
  permitirá	
  estudiar	
  las	
  implicaciones	
  funcionales	
  de	
  los	
  cambios	
  obser-­‐
vados	
  a	
  nivel	
  transcripcional.	
  No	
  obstante,	
  los	
  cambios	
  de	
  mRNA	
  proporcionan	
  información
fundamental	
  acerca	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  maquinaria	
  transcripcional,	
  la	
  activación	
  o	
  inhibi-­‐
ción	
  de	
  factores	
  de	
  transcripción	
  específicos,	
  y	
  el	
  estado	
  de	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  que
regulan	
  la	
  expresión	
  génica.

1.3.1    Validación  de  los  cambios  en  el  RNA  mediante  PCR  

Para	
  la	
  validación	
  por	
  PCR	
  cuantitativa	
  (o	
  PCR	
  en	
  tiempo	
  real)	
  escogimos	
  un	
  grupo	
  de	
  trans-­‐
critos	
  con	
  cambios	
  de	
  expresión	
  importantes,	
  y	
  por	
  tanto,	
  incluidos	
  en	
  la	
  cabecera	
  de	
  la
lista	
  de	
  transcritos	
  significativos.	
  Intentamos	
  enriquecer	
  esta	
  selección	
  en	
  aquellos	
  genes
que	
  tuvieran	
  funciones	
  relacionadas	
  con	
  las	
  conocidas	
  para	
  las	
  proteínas	
  de	
  estudio.	
  Para
el	
  contraste	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 se	
  seleccionaron	
  24	
  genes	
  incluidos	
  en	
  la	
  Tabla  6 (pág.
137),	
  así	
  como	
  un	
  par	
  de	
  genes	
  con	
  cambios	
  menos	
  significativos	
  que	
  también	
  quisimos
validar	
  (Gab1 y	
  Tpbg).	
  Para	
  los	
  resultados	
  con	
  ko-­‐Sos2,	
  seleccionamos	
  12	
  genes	
  incluidos
en	
  la	
  Tabla  7 (pág.	
  143);	
  la	
  mayoría	
  no	
  son	
  significativos	
  con	
  un	
  FDR	
  aceptable,	
  pero	
  pre-­‐
sentan	
  cambios	
  de	
  expresión	
  considerables,	
  por	
  lo	
  era	
  interesante	
  comprobar	
  si	
  estos	
  cam-­‐
bios	
  se	
  reproducían	
  mediante	
  otra	
  metodología.	
  En	
  total	
  validamos	
  la	
  expresión	
  de	
  36
transcritos,	
  que	
  corresponden	
  a	
  36	
  genes,	
  pues	
  se	
  seleccionaron	
  transcritos	
  procedentes
de	
  locus	
  diferentes.

Para	
  la	
  validación	
  de	
  cada	
  gen	
  se	
  utilizaron	
  3	
  muestras	
  de	
  cada	
  condición	
  (wt y	
  ko)	
  corres-­‐
pondientes	
  a	
  3	
  réplicas	
  distintas	
  de	
  los	
  microarrays.	
  Dado	
  que	
  el	
  experimento	
  se	
  realizó
por	
  duplicado,	
  para	
  cada	
  gen	
  se	
  comprobaron	
  en	
  total	
  6	
  muestras	
  de	
  cDNA	
  de	
  wt y	
  6	
  mues-­‐
tras	
  de	
  ko en	
  las	
  que	
  estaban	
  representadas	
  prácticamente	
  todas	
  las	
  réplicas	
  de	
  los	
  micro-­‐
arrays.	
  El	
  diseño	
  de	
  los	
  oligos,	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  explica	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos,	
  se	
  realizó
identificando	
  primero	
  la	
  zona	
  del	
  cDNA	
  cubierta	
  por	
  las	
  11	
  sondas	
  del	
  probeset	
  de	
  Affy-­‐
metrix	
  (la	
  mayoría	
  mapean	
  en	
  la	
  región	
  3’),	
  y	
  la	
  expresión	
  de	
  Gapdh fue	
  utilizada	
  como	
  re-­‐
ferencia.	
  La	
  Figura  18 recoge	
  los	
  resultados	
  (expresado	
  como	
  log2)	
  para	
  el	
  grupo	
  de	
  genes
seleccionados.	
  Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  incluir	
  una	
  comparativa	
  visual,	
  junto	
  a	
  los	
  datos	
  de	
  PCR
se	
  representaron	
  los	
  datos	
  del	
  nivel	
  de	
  cambio	
  obtenido	
  en	
  los	
  microarrays	
  para	
  esos	
  mis-­‐
mos	
  genes.	
  Los	
  resultados	
  de	
  la	
  PCR	
  cuantitativa	
  también	
  se	
  encuentran	
  en	
  las	
  Tablas  6 y
7 del	
  Apéndice	
  en	
  la	
  columna	
  denominada	
  Validación  RT-­‐PCR  y  WB.
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En	
  general,	
  pudimos	
  confirmar	
  el	
  cambio	
  de	
  expresión	
  de	
  todos	
  los	
  genes	
  analizados,	
  si
bien	
  en	
  muchos	
  casos	
  existen	
  diferencias	
  en	
  la	
  cantidad	
  de	
  cambio,	
  siendo	
  ésta	
  mayor	
  en
los	
  datos	
  obtenidos	
  con	
  PCR	
  cuantitativa	
  (Figura  18).	
  

1.3.2    Validación  de  los  cambios  de  expresión  proteica

Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  comprobar	
  si	
  los	
  cambios	
  de	
  expresión	
  detectados	
  en	
  los	
  microarrays
se	
  corresponden	
  con	
  variaciones	
  similares	
  en	
  la	
  cantidad	
  de	
  proteína,	
  seleccionamos	
  varios
grupos	
  de	
  genes	
  dependiendo	
  de	
  su	
  posición	
  en	
  la	
  lista	
  de	
  significación	
  estadística,	
  de	
  la
función	
  descrita,	
  y	
  de	
  la	
  disponibilidad	
  de	
  anticuerpos	
  en	
  el	
  mercado.	
  Escogimos	
  un	
  primer
conjunto	
  de	
  genes	
  con	
  cambios	
  significativos	
  asumiendo	
  un	
  FDR	
  de	
  0,0075	
  en	
  el	
  contraste
ko-­‐Sos1  vs  Control (Figura  19-­‐A)	
  (Tabla  6).	
  El	
  segundo	
  grupo,	
  correspondiente	
  al	
  mismo
análisis,	
  fue	
  seleccionado	
  en	
  base	
  a	
  su	
  función	
  biológica	
  y	
  su	
  posible	
  participación	
  en	
  rutas
de	
  señalización	
  y	
  procesos	
  celulares	
  de	
  interés	
  en	
  nuestro	
  modelo.	
  Los	
  cambios	
  de	
  expre-­‐
sión	
  en	
  este	
  segundo	
  grupo	
  quedan	
  fuera	
  de	
  la	
  estricta	
  significación	
  estadística	
  empleada
con	
  el	
  primero	
  (Figura  19-­‐B).	
  Por	
  último,	
  para	
  la	
  validación	
  de	
  los	
  resultados	
  del	
  contraste
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Figura  18.  Validación  de  los  cambios  de  expresión  detectados  en  microarrays  mediante  PCR  cuan-­‐
titativa. Los	
  datos	
  procedentes	
  de	
  las	
  validaciones	
  por	
  PCR	
  cuantitativa	
  están	
  representados	
  por	
  las	
  barras
grises,	
  mientras	
  que	
  las	
  barras	
  negras	
  corresponden	
  a	
  los	
  valores	
  obtenidos	
  en	
  los	
  microarrays.	
  Los	
  valores	
  de
la	
  gráfica	
  corresponden	
  al	
  log2 del	
  Fold (ratio	
  de	
  expresión	
  ko/control).	
  (A) Resultados	
  obtenidos	
  para	
  los	
  24
genes	
  seleccionados	
  en	
  el	
  contraste	
  ko-­‐Sos1  vs  Control.	
  (B) Resultados	
  obtenidos	
  para	
  los	
  12	
  genes	
  seleccio-­‐
nados	
  en	
  el	
  contraste	
  ko-­‐Sos2  vs  Control.



ko-­‐Sos2  vs  Control con	
  un	
  FDR	
  de	
  0,522	
  (Tabla  7)	
  seleccionamos	
  un	
  tercer	
  grupo	
  de	
  genes
incluidos	
  en	
  esa	
  lista,	
  cuya	
  función	
  estuviera	
  relacionada	
  con	
  nuestro	
  estudio	
  (Figura  19-­‐
C).

Para	
  determinar	
  los	
  cambios	
  de	
  expresión	
  proteica	
  realizamos	
  Western	
  blot	
  utilizando	
  li-­‐
sados	
  celulares	
  de	
  una	
  línea	
  wt (Control)	
  y	
  dos	
  líneas	
  de	
  cada	
  genotipo	
  ko en	
  crecimiento
activo	
  (las	
  dos	
  líneas	
  ko procedentes	
  de	
  embriones	
  distintos).	
  Los	
  resultados	
  obtenidos
para	
  las	
  proteínas	
  del	
  primer	
  grupo	
  confirmaron	
  los	
  resultados	
  de	
  los	
  microarrays	
  en	
  la
mayoría	
  de	
  los	
  casos	
  (Figura  19-­‐A).	
  Así,	
  comprobamos	
  la	
  disminución	
  de	
  expresión	
  de
Ccng1,	
  p21CIP1,	
  Pitpnm1,	
  Pttg1,	
  Edg3,	
  y	
  en	
  menor	
  medida	
  Vrk2,	
  así	
  como	
  el	
  aumento	
  de	
  la
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Figura  19.  Validación  de  los  cambios  de  expresión  detectados  en  microarrays  mediante  Western
Blot. (A) Las	
  proteínas	
  seleccionadas	
  para	
  su	
  validación	
  en	
  el	
  primer	
  grupo	
  corresponden	
  a	
  genes	
  con	
  cambios
de	
  expresión	
  significativos	
  en	
  las	
  líneas ko-­‐Sos1 con	
  un	
  FDR	
  de	
  0,0075.	
  (B) Las	
  proteínas	
  de	
  este	
  grupo	
  	
  también
pertenecen	
  al	
  contraste	
  ko-­‐Sos1  vs  Control,	
  pero	
  con	
  un	
  FDR	
  mayor	
  que	
  el	
  grupo	
  anterior.	
  Fueron	
  seleccionadas
por	
  su	
  relación	
  funcional	
  con	
  nuestro	
  estudio	
  y	
  la	
  disponibilidad	
  de	
  anticuerpos.	
  (C) Este	
  grupo	
  representa	
  las
proteínas	
  analizadas	
  para	
  el	
  contraste	
  con	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2,	
  incluidas	
  en	
  la	
  lista	
  obtenida	
  con	
  un	
  FDR	
  de	
  0,522.



proteína	
  Fut8.	
  Por	
  el	
  contrario,	
  el	
  aumento	
  de	
  expresión	
  observado	
  para	
  Foxf1a	
  no	
  se	
  con-­‐
firmó	
  con	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  proteína	
  correspondiente.	
  Entre	
  las	
  proteínas	
  del	
  segundo
grupo,	
  también	
  pudimos	
  confirmar	
  los	
  cambios	
  de	
  expresión	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  ellas,	
  excepto
Grb2,	
  cuya	
  disminución	
  no	
  queda	
  totalmente	
  clara	
  (Figura  19-­‐B).	
  

Por	
  último,	
  a	
  pesar	
  de	
  la	
  baja	
  significación	
  estadística	
  que	
  obtuvimos	
  en	
  el	
  análisis	
  con	
  las
líneas	
  ko-­‐Sos2,	
  pudimos	
  confirmar	
  el	
  cambio	
  de	
  expresión	
  de	
  algunas	
  proteínas,	
  como	
  Vcl
y	
  Tsc2	
  (Figura  19-­‐C).	
  Cabe	
  resaltar	
  que	
  varios	
  anticuerpos	
  comerciales	
  empleados	
  en	
  este
estudio	
  no	
  detectaron	
  las	
  proteínas	
  para	
  los	
  que	
  eran	
  específicos	
  (por	
  ejemplo,	
  Igfbp6,
Pax3,	
  Mgp	
  y	
  Adamts1).	
  En	
  la	
  Tabla  4 se	
  detalla	
  la	
  información	
  de	
  todos	
  los	
  anticuerpos	
  uti-­‐
lizados	
  en	
  este	
  trabajo	
  (Materiales	
  y	
  Métodos,	
  pág.	
  57).

1.4    Análisis  funcional  de  los  resultados  obtenidos  con  los  microarrays  de  expresión.

1.4.1    Clasificación  y  enriquecimiento  funcional  basado  en  categorías  GO

El	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  resultados	
  de	
  los	
  microarrays	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  utilizando	
  el	
  pro-­‐
grama	
  bioinformático	
  DAVID	
  (Dennis	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Huang	
  da	
  et	
  al.,	
  2009),	
  disponible	
  en	
  la
dirección	
  web	
  http://david.abcc.ncifcrf.gov/.	
  Este	
  programa	
  analiza	
  la	
  sobrerrepresentación
o	
  enriquecimiento	
  de	
  términos	
  funcionales	
  GO	
  en	
  la	
  lista	
  de	
  transcritos	
  significativos,	
  y	
  lo
evalúa	
  estadísticamente	
  asociando	
  un	
  p-­‐valor	
  a	
  cada	
  término	
  enriquecido.	
  Recientemente,
DAVID	
  ha	
  incluido	
  una	
  aplicación	
  nueva	
  que	
  supone	
  una	
  mejora	
  sustancial	
  en	
  la	
  organiza-­‐
ción	
  e	
  interpretación	
  de	
  los	
  datos.	
  Esta	
  aplicación	
  consiste	
  en	
  la	
  clasificación	
  de	
  los	
  términos
GO	
  enriquecidos	
  con	
  cierto	
  grado	
  de	
  redundancia	
  en	
  un	
  mismo	
  grupo	
  funcional,	
  basándose
en	
  la	
  coincidencia	
  de	
  los	
  genes	
  asociados	
  a	
  cada	
  término.	
  Aquellos	
  con	
  los	
  mismos	
  genes
anotados	
  se	
  consideran	
  redundantes,	
  agrupándose	
  juntos.

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  están	
  representados	
  gráficamente	
  en	
  la	
  Figura  20.	
  La	
  Figura  20-­‐
A corresponde	
  al	
  análisis	
  funcional	
  de	
  325	
  transcritos	
  significativos	
  (FDR	
  de	
  0,025)	
  en	
  el
contraste	
  ko-­‐Sos1  vs  Control,	
  y	
  la	
  Figura  20-­‐B representa	
  el	
  análisis	
  de	
  73	
  transcritos	
  signi-­‐
ficativos	
  (FDR	
  de	
  0,522)	
  en	
  el	
  contraste	
  ko-­‐Sos2  vs  Control.	
  Las	
  barras	
  indican	
  el	
  porcentaje
de	
  genes	
  que	
  aumentan	
  (en	
  rojo)	
  y	
  que	
  disminuyen	
  (en	
  azul)	
  en	
  cada	
  grupo	
  de	
  GO	
  redun-­‐
dantes	
  generado	
  por	
  DAVID	
  (el	
  porcentaje	
  está	
  calculado	
  respecto	
  al	
  número	
  total	
  de	
  genes
utilizados	
  en	
  el	
  análisis).	
  Estos	
  grupos	
  son	
  anónimos,	
  de	
  manera	
  que	
  para	
  facilitar	
  su	
  refe-­‐
rencia	
  se	
  han	
  denominado	
  de	
  forma	
  coherente	
  a	
  los	
  términos	
  GO	
  incluidos	
  en	
  ellos.	
  En	
  la
figura	
  también	
  se	
  incluyen	
  algunos	
  de	
  los	
  términos	
  GO	
  con	
  mejores	
  p-­‐values	
  que	
  DAVID
no	
  incluyó	
  en	
  ningún	
  grupo.

Las	
  tablas	
  con	
  los	
  resultados	
  del	
  programa	
  DAVID	
  se	
  encuentran	
  en	
  el	
  CD	
  adjunto,	
  con	
  el
nombre:	
  “Tabla_8_DAVID_ko-­‐Sos1”	
  y	
  “Tabla  9_DAVID_ko-­‐Sos2”.	
  En	
  estas	
  tablas	
  se	
  pueden
consultar	
  los	
  términos	
  GO	
  que	
  constituyen	
  cada	
  grupo	
  de	
  GO	
  redundantes,	
  aquellos	
  GO
que	
  no	
  han	
  sido	
  agrupados	
  pero	
  que	
  también	
  están	
  enriquecidos	
  en	
  la	
  lista,	
  sus	
  p-­‐value
asociados,	
  y	
  los	
  genes	
  anotados	
  a	
  cada	
  término	
  funcional.
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-­‐ Análisis  funcional  del  perfil  de  expresión  diferencial  obtenido  para  los  fibroblastos  ko-­‐

Sos1:

Los	
  grupos	
  funcionales	
  con	
  mayor	
  porcentaje	
  de	
  genes	
  anotados	
  corresponden	
  a	
  funciones
relacionadas	
  con	
  el	
  metabolismo	
  celular,	
  regulación	
  de	
  procesos	
  biológicos,	
  expresión	
  gé-­‐
nica	
  y	
  desarrollo	
  y	
  diferenciación	
  celular	
  (Figura  20-­‐A).	
  En	
  el	
  grupo	
  de	
  metabolismo	
  celular,
aunque	
  algunos	
  genes	
  se	
  encuentran	
  sólo	
  en	
  este	
  grupo,	
  por	
  ejemplo	
  Stbd1 (implicado	
  en
el	
  metabolismo	
  del	
  glucógeno	
  y	
  sobreexpresado	
  en	
  células	
  ko-­‐Sos1)	
  (Jiang	
  et	
  al.,	
  2010),	
  la
mayoría	
  están	
  a	
  su	
  vez	
  incluidos	
  en	
  otros	
  grupos	
  funcionales.	
  Entre	
  ellos	
  podemos	
  destacar
genes	
  reprimidos	
  cuyo	
  producto	
  proteico	
  participa	
  en	
  el	
  metabolismo	
  del	
  colesterol	
  y	
  áci-­‐
dos	
  grasos	
  (Insig1 y	
  Dnaja4),	
  atribuyendo	
  a	
  Sos1	
  un	
  papel	
  en	
  la	
  regulación	
  positiva	
  de	
  la
síntesis	
  de	
  colesterol;	
  y	
  genes	
  que	
  regulan	
  el	
  metabolismo	
  de	
  ácidos	
  orgánicos	
  (Ptgis y	
  Glul,
cuya	
  expresión	
  disminuye,	
  y	
  Amacr y	
  Adh7,	
  que	
  aumentan).	
  Amacr	
  codifica	
  una	
  enzima	
  de
la	
  beta-­‐oxidación	
  de	
  ácidos	
  grasos	
  y	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  marcadores	
  de	
  diagnóstico	
  del	
  cáncer
de	
  próstata.	
  Curiosamente,	
  SOS1	
  está	
  sobreexpresado	
  en	
  cáncer	
  de	
  próstata,	
  y	
  se	
  ha	
  des-­‐
crito	
  una	
  correlación	
  entre	
  niveles	
  reducidos	
  de	
  Amacr	
  y	
  mal	
  pronóstico	
  en	
  este	
  tipo	
  de
tumores	
  (Barry	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Timofeeva	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Estos	
  datos	
  sugieren	
  que	
  Sos1	
  podría
regular	
  negativamente	
  la	
  expresión	
  de	
  Amacr y	
  que	
  este	
  mecanismo	
  puede	
  ser	
  importante
en	
  el	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  más	
  agresivo.

Al	
  igual	
  que	
  ocurre	
  con	
  el	
  metabolismo	
  celular,	
  el	
  grupo	
  funcional	
  de	
  regulación	
  de	
  proce-­‐
sos	
  biológicos	
  está	
  formado	
  por	
  términos	
  GO	
  muy	
  generales,	
  por	
  lo	
  que	
  la	
  mayoría	
  de
genes	
  están	
  incluidos	
  en	
  otros	
  procesos	
  más	
  específicos.	
  No	
  obstante,	
  encontramos	
  un
grupo	
  importante	
  de	
  genes	
  implicados	
  en	
  señalización	
  intracelular,	
  algunos	
  sobreexpresa-­‐
dos	
  (Sh2b3,	
  Ahrr),	
  pero	
  la	
  mayoría	
  reprimidos	
  (Sh3bp5,	
  Plekhm1,	
  Gpcr5b,	
  Rgs12,	
  Rgs2,	
  Arh-­‐
gap24,	
  Arnt2,	
  Pde10a,	
  Cish,	
  Grb2 y	
  el	
  propio	
  Sos1)	
  (Figura  20-­‐A;	
  Tabla  8).	
  La	
  interacción
de	
  Grb2	
  con	
  Sos,	
  y	
  su	
  papel	
  en	
  la	
  translocación	
  del	
  mismo	
  a	
  la	
  membrana	
  ha	
  sido	
  comen-­‐
tado	
  repetidamente	
  en	
  la	
  introducción.	
  No	
  obstante,	
  hay	
  que	
  recordar	
  que	
  la	
  expresión
proteica	
  de	
  Grb2	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 no	
  mostró	
  un	
  descenso	
  muy	
  claro	
  (Figura  19-­‐B).	
  

Asimismo,	
  y	
  estrechamente	
  relacionados	
  con	
  la	
  señalización	
  intracelular,	
  destacamos	
  varios
genes	
  que	
  codifican	
  quinasas	
  implicadas	
  en	
  transducción	
  de	
  señales	
  (Camkk2,	
  Mylk,	
  Map-­‐

kapk5,	
  que	
  presentaron	
  un	
  aumento	
  en	
  su	
  expresión,	
  y	
  Mapkapk3,	
  Tec,	
  Tgfbr2,	
  Vrk2,	
  que
presentaron	
  una	
  reducción),	
  anotados	
  además	
  al	
  grupo	
  de	
  metabolismo	
  del	
  fósforo;	
  e
igualmente,	
   genes	
   que	
   codifican	
   fosfatasas	
   implicadas	
   en	
   señalización	
   (Ptpla,	
   Ptplb,
Ppp2r2d y	
  Ppp1r15b,	
  los	
  dos	
  primeros	
  sobreexpresados	
  y	
  los	
  dos	
  últimos	
  reprimidos).	
  Estos
resultados	
  sugieren	
  una	
  alteración	
  en	
  diversas	
  rutas	
  de	
  señalización	
  intracelular	
  cuyo	
  efecto
es	
  difícil	
  de	
  predecir	
  pues	
  tanto	
  la	
  disminución	
  como	
  el	
  aumento	
  de	
  expresión	
  afecta	
  tanto
a	
  activadores	
  como	
  a	
  reguladores	
  negativos.
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En	
  los	
  grupos	
  funcionales	
  transcripción	
  y	
  expresión	
  génica,	
  regulación	
  negativa	
  de	
  la	
  ex-­‐
presión	
  génica,	
  y	
  regulación	
  positiva	
  de	
  la	
  expresión	
  génica,	
  encontramos	
  varios	
  factores
de	
  transcripción	
  que	
  aumentan	
  (Gsc,	
  Pax3,	
  Foxd1,	
  Glis2,	
  Sox12 y	
  Mnat1)	
  y	
  que	
  disminuyen
(Lhx8,	
  Hoxd8,	
  Meis1 y	
  Notch1).	
  Además	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  en	
  este	
  grupo
están	
  incluidos	
  genes	
  cuyo	
  producto	
  proteico	
  desempeña	
  otras	
  funciones	
  reguladoras	
  de
la	
  expresión	
  génica,	
  como	
  el	
  control	
  de	
  la	
  calidad	
  del	
  mRNA,	
  el	
  splicing,	
  o	
  el	
  modelado	
  de
la	
  estructura	
  de	
  la	
  cromatina	
  (Upf1,	
  Sap18,	
  Setd8,	
  Snapc1,	
  Supt4h1)	
  (Centore	
  et	
  al.,	
  2010;
Hogg	
  and	
  Goff,	
  2010;	
  Singh	
  et	
  al.,	
  2010).

Muchos	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  anotados	
  en	
  el	
  grupo	
  anterior	
  tienen	
  un	
  papel	
  im-­‐
portante	
  en	
  el	
  desarrollo	
  embrionario	
  (Hoxb2,	
  Hoxb3,	
  Hoxd8,	
  Pax3,	
  Gsc,	
  Meis1,	
  Foxd1,
Glis2),	
  otra	
  de	
  las	
  funciones	
  enriquecidas	
  en	
  el	
  análisis	
  (Figura  20-­‐A;	
  Tabla  8).	
  De	
  hecho,	
  el
programa	
  DAVID	
  clasificó	
  los	
  términos	
  GO	
  relacionados	
  con	
  este	
  proceso	
  en	
  cuatro	
  grupos
distintos,	
  que	
  denominamos:	
  desarrollo	
  y	
  morfogénesis,	
  desarrollo	
  embrionario,	
  morfo-­‐
génesis,	
  y	
  desarrollo	
  y	
  diferenciación	
  celular.	
  Una	
  buena	
  parte	
  de	
  los	
  genes	
  anotados	
  son
comunes	
  en	
  los	
  cuatro	
  grupos,	
  que	
  además	
  de	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  mencionados,
contiene	
  otros	
  genes	
  también	
  implicados	
  en	
  morfogénesis,	
  organogénesis	
  y	
  diferenciación
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Figura  20.  Análisis  de  enriquecimiento  funcional  con  la  aplicación  bioinformática  DAVID. El	
  análisis
de	
  enriquecimiento	
  funcional	
  del	
  programa	
  DAVID	
  clasifica	
  los	
  términos	
  GO	
  enriquecidos	
  en	
  grupos	
  de	
  GO	
  re-­‐
dundantes	
  y	
  términos	
  GO	
  no	
  agrupados.	
  Cada	
  barra	
  representa	
  el	
  porcentaje	
  de	
  genes	
  que	
  aumentan	
  (rojo)	
  y
que	
  disminuyen	
  (azul)	
  dentro	
  de	
  un	
  grupo	
  o	
  término	
  funcional.	
  El	
  porcentaje	
  está	
  calculado	
  respecto	
  al	
  número
de	
  genes	
  utilizados	
  en	
  el	
  análisis.	
  (A) Enriquecimiento	
  funcional	
  de	
  la	
  lista	
  de	
  325	
  transcritos	
  (FDR	
  0.025)	
  para
las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1.	
  (B) Enriquecimiento	
  funcional	
  de	
  la	
  lista	
  de	
  73	
  transcritos	
  (FDR	
  0,522)	
  para	
  las	
  líneas	
  ko-­‐
Sos2.	
  El	
  nombre	
  de	
  los	
  genes	
  anotados	
  y	
  los	
  valores	
  de	
  significación	
  estadística	
  de	
  cada	
  grupo	
  funcional	
  pueden
consultarse	
  en	
  las	
  Tablas 8  y  9,	
  respectivamente	
  (disponibles	
  en	
  el	
  CD	
  adjunto).



celular	
  (Notch1,	
  Col11a1,	
  Lama5,	
  Cck,	
  Anxa4,	
  Nid1,	
  Adam19).	
  Estos	
  resultados	
  apoyan	
  los
datos	
  obtenidos	
  en	
  los	
  animales	
  ko,	
  reforzando	
  la	
  idea	
  de	
  un	
  papel	
  esencial	
  de	
  Sos1	
  en	
  el
desarrollo	
  embrionario	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Adicionalmente,	
  el	
  análisis
reveló	
  un	
  enriquecimiento	
  del	
  grupo	
  funcional	
  neurogénesis,	
  al	
  que	
  están	
  anotados	
  varios
de	
  los	
  genes	
  ya	
  mencionados	
  en	
  los	
  grupos	
  de	
  desarrollo	
  (Notch1,	
  Cck,	
  Lama5,	
  Pax3,	
  Lhx8,
Foxd1,	
  Meis1).

Otros	
  de	
  los	
  grupos	
  enriquecidos	
  en	
  el	
  análisis	
  corresponden	
  a	
  funciones	
  relacionadas	
  con
el	
  catabolismo	
  de	
  proteínas	
  (Uspl1,	
  Ube2e2,	
  Ube2l3 y	
  Otub2,	
  cuya	
  expresión	
  aumenta,	
  y
Derl2,	
  Uba5,	
  Cish,	
  Fah,	
  FancL,	
  y	
  Adam19,	
  cuya	
  expresión	
  disminuye),	
  transporte	
  y	
  localiza-­‐
ción	
  proteica,	
  (con	
  sobreexpresión	
  en	
  los	
  genes	
  Timm9 y	
  Rabgef1,	
  y	
  descenso	
  en	
  la	
  expre-­‐
sión	
  de	
  Pitpnm1,	
  Snf8,	
  Dopey1,	
  Slco2a1,	
  Sec61g,	
  Exoc1 y	
  Exoc4),	
  y	
  migración,	
  un	
  grupo	
  en
que	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  genes	
  anotados	
  aumentan	
  (Fut8,	
  Lama5,	
  Cd34,	
  Pax3,	
  Foxd1,	
  excepto
Cck que	
  disminuye).	
  Adicionalmente,	
  obtuvimos	
  enriquecimiento	
  del	
  grupo	
  procesos	
  re-­‐
productivos,	
  el	
  cual	
  presenta	
  la	
  mayor	
  parte	
  de	
  genes	
  reprimidos	
  (FancL,	
  Notch1,	
  Zfp105,
Rgs2,	
  Tgfbr2,	
  Lhx8),	
  a	
  excepción	
  de	
  Cadm1 e	
  Ift81,	
  éste	
  último	
  esencial	
  para	
  la	
  maquinaria
de	
  biogénesis	
  y	
  mantenimiento	
  de	
  estructuras	
  ciliares	
  (Lucker	
  et	
  al.,	
  2005).

El	
  análisis	
  también	
  reveló	
  un	
  enriquecimiento	
  de	
  funciones	
  relacionadas	
  con	
  la	
  respuesta
a	
  estrés	
  y	
  la	
  muerte	
  celular	
  (Figura  20-­‐A).	
  En	
  el	
  grupo	
  de	
  respuesta	
  a	
  estrés,	
  la	
  mayoría	
  de
los	
  genes	
  están	
  reprimidos	
  (Trp53inp1,	
  Cdkn1a,	
  Pml,	
  Cd55,	
  Phlda3,	
  Ppp1r15b,	
  FancL,	
  Derl2,
y	
  Tpfi),	
  aunque	
  también	
  observamos	
  algunos	
  que	
  aumentan	
  su	
  expresión	
  (Gtf2h3,	
  Eif2b1,
Asha1).	
  Entre	
  los	
  genes	
  reprimidos	
  se	
  encuentran	
  varias	
  dianas	
  de	
  p53	
  (Trp53inp1,	
  Cdkn1a,
Phlda3),	
  indicando	
  que	
  su	
  actividad	
  transcripcional	
  puede	
  estar	
  reducida	
  en	
  las	
  células	
  de-­‐
ficientes	
  en	
  Sos1.	
  Como	
  era	
  de	
  esperar,	
  muchos	
  de	
  los	
  genes	
  anteriores	
  están	
  también	
  ano-­‐
tados	
  en	
  los	
  grupos	
  muerte	
  celular	
  y	
  regulación	
  positiva	
  de	
  la	
  muerte	
  celular,	
  por	
  ejemplo,
los	
  genes	
  pro-­‐apoptóticos	
  Trp53inp1,	
  Cdkn1a,	
  Phlda3,	
  Pml,	
  cuya	
  expresión	
  disminuye.	
  Ade-­‐
más	
  de	
  estos,	
  observamos	
  otros	
  genes	
  que	
  también	
  regulan	
  positivamente	
  la	
  muerte	
  ce-­‐
lular,	
   tales	
   como	
   Rnf130,	
  Mnt (ambos	
   reprimidos),	
   y	
   Eaf2,	
   Cadm1,	
   Dnaja3,	
   Cd59b
(sobreexpresados),	
  lo	
  que	
  sugiere	
  que	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  muerte	
  celular	
  podría	
  estar	
  afec-­‐
tada	
  de	
  alguna	
  manera	
  en	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  (Figura  20-­‐A;	
  Tabla  8).	
  Es	
  interesante	
  destacar
que	
  puede	
  existir	
  una	
  relación	
  importante	
  entre	
  Eaf2	
  y	
  Sos1,	
  pues	
  entre	
  otras	
  razones	
  que
explicaremos	
  más	
  adelante	
  (discusión,	
  pág.	
  118-­‐119),	
  Eaf2	
  es	
  un	
  supresor	
  de	
  tumores	
  que
se	
  encuentra	
  reprimido	
  en	
  cáncer	
  de	
  próstata,	
  en	
  los	
  que	
  también	
  se	
  ha	
  descrito	
  sobreex-­‐
presión	
  de	
  SOS1	
  (Xiao	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Puesto	
  que	
  Eaf2	
  está	
  sobreexpresado	
  en	
  células	
  defi-­‐
cientes	
  en	
  Sos1,	
  puede	
  que	
  la	
  relación	
  entre	
  ambos	
  sea	
  importante	
  en	
  cáncer	
  de	
  próstata.

Interesantemente,	
  de	
  acuerdo	
  con	
  la	
  participación	
  de	
  Sos1	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  linfocitos	
  T
(Kortum	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Roose	
  et	
  al.,	
  2007),	
  el	
  perfil	
  de	
  expresión	
  de	
  células	
  ko-­‐Sos1 está	
  en-­‐
riquecido	
  en	
  funciones	
  relacionadas	
  con	
  el	
  desarrollo	
  del	
  sistema	
  inmune	
  (Cd55,	
  Hoxb3,
Il4ra,	
  Meis1,	
  H2-­‐T9,	
  H2-­‐T10 y	
  Pml,	
  todos	
  reprimidos,	
  y	
  Cd34,	
  Cadm1,	
  Dnaja3,	
  sobreexpre-­‐

Resultados

75



sados)	
  y	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  respuesta	
  inmune	
  (Cd38,	
  Cd55,	
  Il4ra,	
  cuya	
  expresión	
  disminuye,
y	
  Cd59b,	
  Cadm1,	
  Dnaja3,	
  que	
  aumentan),	
  reforzando	
  la	
  idea	
  de	
  que	
  Sos1	
  ejerce	
  un	
  papel
importante	
  como	
  regulador	
  del	
  desarrollo	
  y	
  la	
  activación	
  de	
  células	
  T	
  (Figura  20-­‐A;	
  Tabla
8).

Por	
  último,	
  el	
  análisis	
  funcional	
  mostró	
  enriquecimiento	
  en	
  varios	
  términos	
  GO	
  (no	
  agru-­‐
pados),	
  incluyendo	
  ciclo	
  celular,	
  regulación	
  de	
  la	
  proliferación	
  celular,	
  regulación	
  del	
  cre-­‐
cimiento	
  celular	
  y	
  traducción.	
  La	
  mayoría	
  de	
  genes	
  anotados	
  a	
  los	
  términos	
  funcionales
regulación	
  de	
  la	
  proliferación	
  (GO:0042127)	
  y	
  ciclo	
  celular	
  (GO:0007049)	
  están	
  reprimidos
(Ccng1,	
  Pttg1,	
  Taf10,	
  Numa1,	
  Rgs2,	
  Notch1,	
  Cdkn1a,	
  Timp2,	
  Syce2),	
  indicando	
  posibles	
  al-­‐
teraciones	
  en	
  la	
  proliferación	
  y	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  en	
  los	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1.	
  Íntima-­‐
mente	
  relacionado	
  con	
  los	
  términos	
  anteriores,	
  encontramos	
  también	
  enriquecidos	
  los
términos	
  GO	
  regulación	
  del	
  crecimiento	
  celular	
  (GO:0040008)	
  y	
  traducción	
  (GO:0006412)
(Figura  20-­‐A;	
  Tabla  8).	
  En	
  estos	
  grupos	
  observamos	
  genes	
  que	
  aumentan	
  su	
  expresión
(Atxn2,	
  Rps4y2,	
  Eif2b1,	
  Mrlp39),	
  si	
  bien	
  la	
  mayor	
  parte	
  presenta	
  un	
  descenso	
  en	
  su	
  expre-­‐
sión	
  (Creg1,	
  Igfbp6,	
  Eif4g3,	
  Eif3f,	
  Ppp1r15b,	
  Dhx29,	
  Rps13,	
  Rps17).

-­‐ Análisis  funcional  del  perfil  de  expresión  diferencial  obtenido  para  los  fibroblastos  ko-­‐

Sos2:

El	
  análisis	
  funcional	
  realizado	
  con	
  el	
  perfil	
  de	
  expresión	
  diferencial	
  de	
  fibroblastos	
  deficien-­‐
tes	
  en	
  Sos2,	
  mostró	
  un	
  enriquecimiento	
  en	
  términos	
  funcionales	
  asociados	
  al	
  metabolismo
celular,	
  biosíntesis	
  de	
  macromoléculas,	
  regulación	
  de	
  la	
  transcripción,	
  y	
  desarrollo	
  embrio-­‐
nario.	
  Asimismo,	
  los	
  resultados	
  mostraron	
  un	
  fuerte	
  enriquecimiento	
  en	
  términos	
  GO	
  no
agrupados,	
  como	
  proteolisis	
  (GO:0006508),	
  respuesta	
  a	
  estrés	
  (GO:0006950),	
  catabolismo
de	
  macromoléculas	
  (GO:0009057)	
  y	
  adhesión	
  celular	
  (GO:0007155)	
  (Figura  20-­‐B).

El	
  grupo	
  de	
  metabolismo	
  celular	
  es	
  el	
  que	
  presenta	
  mayor	
  porcentaje	
  de	
  genes	
  anotados,
de	
  los	
  cuales	
  la	
  mayor	
  parte	
  están	
  incluidos	
  en	
  el	
  resto	
  de	
  grupos	
  funcionales.	
  Sin	
  embargo,
encontramos	
  varios	
  genes	
  asociados	
  exclusivamente	
  en	
  este	
  grupo,	
  cuya	
  expresión	
  au-­‐
menta	
  (Dusp10,	
  Moxd1 y	
  Pfkfb3)	
  o	
  disminuye	
  (Lpr10,	
  Dhrs1,	
  Aga).	
  Los	
  genes	
  anotados	
  en
el	
  grupo	
  de	
  biosíntesis	
  de	
  macromoléculas	
  están	
  incluidos	
  también	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  meta-­‐
bolismo	
  celular.	
  En	
  este	
  grupo	
  funcional	
  observamos	
  disminución	
  en	
  genes	
  cuyo	
  producto
proteico	
  interviene	
  en	
  la	
  biosíntesis	
  de	
  proteoglicanos,	
  gangliósidos,	
  aminoácidos,	
  etc
(Ndst2,	
  B4galnt1,	
  Ass1,	
  Pigyl),	
  así	
  como	
  en	
  la	
  síntesis	
  de	
  proteínas	
  (Mrpl43 y	
  Mrrf),	
  ambos
aumentados	
  (Figura  20-­‐B;	
  Tabla  9).

Al	
  igual	
  que	
  en	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1,	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos2 también	
  encontramos	
  enriqueci-­‐
miento	
  en	
  funciones	
  asociadas	
  con	
  el	
  desarrollo	
  embrionario.	
  Este	
  grupo	
  incluye	
  en	
  su	
  ma-­‐
yoría	
  genes	
  que	
  disminuyen	
  (Bmp1,	
  Mmp14,	
  Shc1,	
  Tsc2,	
  Dad1,	
  Ero1l,	
  Col8a1),	
  pero	
  también
alguno	
  que	
  aumenta	
  (Ptk2,	
  Pcsk9,	
  P2rx3).	
  Además,	
  observamos	
  un	
  conjunto	
  de	
  genes	
  (for-­‐
mado	
  por	
  genes	
  anotados	
  en	
  varios	
  grupos	
  funcionales,	
  incluido	
  el	
  desarrollo	
  embrionario)
implicados	
  en	
  rutas	
  de	
  señalización	
  intracelular.	
  Entre	
  ellos,	
  mostraron	
  una	
  disminución

Resultados

76



en	
  su	
  expresión	
  los	
  genes	
  Bmp1,	
  Tsc2,	
  Shc1,	
  Rap2b,	
  y	
  Lime1,	
  mientras	
  que	
  presentaron	
  un
aumento	
  los	
  genes	
  Ptk2,	
  Dusp10,	
  y	
  Il18rap (Figura  20-­‐B;	
  Tabla  9).	
  Entrando	
  un	
  poco	
  más
en	
  detalle,	
  Lime1 e	
  Il18rap participan	
  en	
  la	
  señalización	
  intracelular	
  de	
  linfocitos,	
  sugiriendo
que	
  también	
  Sos2	
  puede	
  tener	
  un	
  papel	
  en	
  el	
  sistema	
  inmune.

Por	
  otra	
  parte,	
  el	
  enriquecimiento	
  en	
  funciones	
  asociadas	
  a	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  transcripción
está	
  basado	
  en	
  el	
  aumento	
  de	
  expresión	
  de	
  genes	
  como	
  Crebzf y	
  Srebf2,	
  que	
  codifican	
  fac-­‐
tores	
  de	
  transcripción,	
  así	
  como	
  de	
  otros	
  genes	
  reguladores	
  del	
  metabolismo	
  de	
  los	
  ácidos
nucleicos	
  (Mnd1,	
  Mcts2).	
  El	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Srebf2 regula	
  la	
  expresión	
  de	
  genes	
  im-­‐
plicados	
  en	
  la	
  síntesis	
  de	
  colesterol	
  y	
  ácidos	
  grasos,	
  contribuyendo	
  a	
  la	
  homeostasis	
  de	
  lí-­‐
pidos	
  (Shimano	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Este	
  dato,	
  junto	
  con	
  otros	
  genes	
  también	
  implicados	
  en	
  la
homeostasis	
  de	
  lípidos	
  (Dhrs1,	
  Pcsk9),	
  sugiere	
  una	
  función	
  de	
  Sos2	
  en	
  la	
  regulación	
  del
metabolismo	
  lipídico	
  (Maxfield	
  and	
  van	
  Meer,	
  2010).

Los	
  términos	
  GO	
  enriquecidos	
  proteolisis	
  (GO:0006508)	
  y	
  catabolismo	
  de	
  macromoléculas
(GO:0009057)	
  comparten	
  muchos	
  de	
  los	
  genes	
  anotados,	
  de	
  los	
  cuales	
  algunos	
  aumentan
su	
  expresión	
  (Rnf11,	
  Pcsk9,	
  Htra3),	
  y	
  otros	
  por	
  el	
  contrario,	
  disminuyen	
  (Ube2e2,	
  Ube2e1,
Mmp14 y	
  Bace1)	
  (Figura  20-­‐B;	
  Tabla  9).	
  Bace1 codifica	
  una	
  proteasa	
  de	
  ácido	
  aspártico	
  de-­‐
nominada	
  Beta	
  secretasa	
  1,	
  cuya	
  actividad	
  contribuye	
  a	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  placas	
  amiloides
típicas	
  en	
  la	
  enfermedad	
  de	
  Alzheimer.	
  A	
  este	
  respecto,	
  como	
  ya	
  comentamos	
  en	
  la	
  intro-­‐
ducción	
  (sección  4.2.4.),	
  se	
  ha	
  publicado	
  un	
  estudio	
  de	
  genes	
  de	
  susceptibilidad	
  a	
  Alzhei-­‐
mer	
  donde	
  se	
  encontró	
  una	
  asociación	
  significativa	
  entre	
  polimorfismos	
  en	
  SOS2 y	
   la
susceptibilidad	
  a	
  padecer	
  esta	
  enfermedad	
  (Hamilton	
  et	
  al.,	
  2007).

Por	
  último,	
   señalar	
   también	
  el	
   enriquecimiento	
  en	
   los	
   términos	
  GO	
  adhesión	
   celular
(GO:0007155)	
  y	
  repuesta	
  a	
  estrés	
  (GO:0006950).	
  Todos	
  los	
  genes	
  anotados	
  en	
  adhesión
celular	
  se	
  encuentran	
  reprimidos	
  (Pcdhb4,	
  Vcl,	
  Col8a1,	
  Cgref1,	
  Shc1),	
  indicando	
  que	
  la	
  ad-­‐
hesión	
  en	
  células	
  ko-­‐Sos2 puede	
  estar	
  alterada.	
  Respecto	
  a	
  los	
  genes	
  anotados	
  a	
  la	
  res-­‐
puesta	
  a	
  estrés,	
  observamos	
  un	
  aumento	
  de	
  expresión	
  en	
  los	
  genes	
  Il18rap,	
  P2rx3 y	
  Pcsk9,
y	
  una	
  disminución	
  en	
  Ero1l y	
  Sod2,	
  ambos	
  inducidos	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  (Figura  20-­‐
B;	
  Tabla  10).

Para	
  finalizar	
  el	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  fibroblastos	
  deficientes	
  en	
  Sos2,	
  es	
  importante
destacar	
  el	
  gen	
  Glipr1 (GLI pathogenesis-­‐related	
  1),	
  pues	
  encabeza	
  la	
  lista	
  de	
  genes	
  dife-­‐
renciales	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2 (siendo	
  de	
  hecho	
  el	
  único	
  gen	
  significativo	
  con	
  un	
  FDR	
  de
0.206)	
  y	
  se	
  encuentra	
  entre	
  los	
  200	
  primeros	
  genes	
  diferenciales	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 (Ta-­‐
blas  8  y  9).	
  Sin	
  embargo,	
  no	
  está	
  incluido	
  en	
  el	
  análisis	
  con	
  DAVID.	
  Por	
  eso,	
  consideramos
interesante	
  comentar	
  brevemente	
  su	
  función.	
  Glipr1 fue	
  identificado	
  en	
  líneas	
  celulares
de	
  glioblastoma	
  y	
  también	
  en	
  líneas	
  de	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  como	
  una	
  nueva	
  diana	
  de	
  p53
(Ren	
  et	
  al.,	
  2002).	
  En	
  contraste	
  con	
  su	
  papel	
  oncogénico	
  en	
  glioma,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  su
función	
  pro-­‐apoptótica	
  y	
  supresora	
  de	
  tumores	
  en	
  líneas	
  celulares	
  de	
  múltiples	
  tumores.
Por	
  ejemplo,	
  en	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  la	
  expresión	
  de	
  Glipr1	
  está	
  reprimida	
  principalmente
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por	
  metilación	
  del	
  promotor	
  (Ren	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Además,	
  se	
  ha	
  descrito	
  que	
  Glipr1	
  tiene
actividad	
  supresora	
  de	
  la	
  angiogénesis	
  asociada	
  a	
  tumores	
  y	
  de	
  la	
  proliferación	
  de	
  células
endoteliales	
  (Thompson,	
  2010).

1.4.2    Análisis  de  las  funciones  y  rutas  de  señalización  canónicas  alteradas  en  fibroblastos

ko-­‐Sos1mediante  el  programa  IPA  de  Ingenuity

En	
  segundo	
  lugar,	
  analizamos	
  los	
  resultados	
  de	
  los	
  microarrays	
  con	
  otra	
  aplicación,	
  el	
  aná-­‐
lisis	
  IPA	
  (Ingenuity	
  Pathway	
  Analysis)	
  de	
  Ingenuity® Systems.	
  Este	
  programa,	
  de	
  forma	
  si-­‐
milar	
  a	
  DAVID,	
  realiza	
  un	
  análisis	
  de	
  enriquecimiento	
  sobre	
  la	
  lista	
  de	
  genes	
  del	
  usuario
utilizando	
  información	
  bibliográfica	
  almacenada	
  en	
  el	
  mismo.	
  Pero	
  además,	
  este	
  programa
contiene	
  una	
  base	
  de	
  datos	
  con	
  multitud	
  de	
  rutas	
  de	
  señalización	
  canónicas.	
  IPA	
  compara
la	
  lista	
  de	
  genes	
  con	
  esta	
  base	
  de	
  datos	
  aplicando	
  un	
  algoritmo,	
  mediante	
  el	
  cual	
  decide	
  si
la	
  contribución	
  de	
  genes	
  procedentes	
  de	
  tu	
  lista	
  en	
  la	
  ruta	
  canónica	
  tiene	
  o	
  no	
  significación
biológica.	
  Para	
  este	
  estudio	
  decidimos	
  utilizar	
  la	
  lista	
  de	
  325	
  transcritos	
  diferencialmente
expresados	
  (FDR	
  0,025)	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1.	
  Este	
  análisis	
  no	
  se	
  realizó	
  con	
  los	
  genes	
  dife-­‐
renciales	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2 debido	
  a	
  la	
  escasa	
  significación	
  estadística	
  de	
  los	
  mismos.

El	
  resultado	
  obtenido	
  confirmó	
  en	
  su	
  mayor	
  parte	
  los	
  datos	
  conseguidos	
  con	
  DAVID.	
  El	
  en-­‐
riquecimiento	
  en	
  “Funciones	
  moleculares	
  y	
  celulares”	
  del	
  análisis	
  IPA	
  mostró	
  los	
  mejores
valores	
  de	
  significación	
  estadística	
  (p-­‐values)	
  en	
  procesos	
  como	
  ciclo	
  celular,	
  crecimiento
y	
  proliferación	
  celular,	
  expresión	
  génica,	
  desarrollo	
  y	
  muerte	
  celular	
  (Figura  21-­‐A).	
  

La	
  segunda	
  parte	
  del	
  estudio	
  mostró	
  que	
  las	
  rutas	
  canónicas	
  con	
  mayor	
  significación	
  bio-­‐
lógica	
  en	
  relación	
  con	
  los	
  genes	
  analizados	
  fueron	
  rutas	
  de	
  señalización	
  asociadas	
  con	
  el
crecimiento	
  celular	
  y	
  la	
  síntesis	
  de	
  proteínas,	
  como	
  la	
  ‘ruta	
  de	
  EIF2’	
  y	
  ‘regulación	
  de	
  eIF4
y	
  p70S6K’	
  (que	
  incluyen	
  los	
  genes	
  Grb2,	
  Eif3f,	
  Sos1,	
  Eif2b1,	
  y	
  Eif4g3),	
  y	
  otras	
  rutas	
  como	
  la
‘señalización	
  de	
  TGF-­‐β’	
  (que	
  incluye	
  Tgfbr2,	
  Gsc,	
  Grb2,	
  Sos1 e	
  Inhbb),	
  y	
  la	
  ‘ruta	
  de	
  Jak-­‐Stat’
(que	
  contiene	
  los	
  genes	
  Grb2,	
  Cdkn1a,	
  Sos1 y	
  Cish)	
  (Figura  21-­‐B).	
  Otras	
  rutas	
  canónicas
identificadas	
  por	
  IPA	
  fueron	
  la	
  ‘ruta	
  de	
  señalización	
  de	
  p53’,	
  ‘señalización	
  en	
  leucemia	
  mie-­‐
loide	
  crónica’,	
  ‘ensamblaje	
  del	
  complejo	
  de	
  la	
  RNA	
  polimerasa	
  II’,	
  ‘señalización	
  del	
  receptor
de	
  estrógenos’,	
  etc	
  (Figura  21-­‐B).	
  Coincidiendo	
  nuevamente	
  con	
  los	
  resultados	
  de	
  DAVID,
la	
  significación	
  hallada	
  en	
  las	
  rutas	
  de	
  la	
  leucemia	
  mieloide	
  crónica	
  y	
  de	
  Jak-­‐Stat,	
  reflejan
la	
  conexión	
  entre	
  el	
  perfil	
  diferencial	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  el	
  sistema	
  inmune.	
  En	
  este
contexto,	
  podemos	
  añadir	
  la	
  ruta	
  de	
  ‘señalización	
  del	
  GM-­‐CSF’	
  y	
  la	
  ‘señalización	
  de	
  la	
  IL-­‐
4’,	
  que	
  se	
  encuentran	
  cerca	
  de	
  la	
  significación	
  estadística	
  (Figura  21-­‐B).	
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Figura  21.  Resultado  del  análisis  funcional  mediante  el  programa  IPA  de  Ingenuity. (A) Principales
funciones	
  enriquecidas	
  en	
  el	
  perfil	
  de	
  expresión	
  diferencial	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 con	
  un	
  FDR	
  de	
  0,025. (B) Rutas
de	
  señalización	
  canónicas	
  asociadas	
  significativamente	
  al	
  perfil	
  diferencial	
  de	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1.	
  Las	
  barras
del	
  histograma	
  representan	
  el	
  valor	
  de	
  significación	
  de	
  cada	
  ruta	
  expresado	
  en	
  -­‐log(p-­‐value).	
  El	
  umbral	
  consi-­‐
derado	
  significativo	
  (p-­‐valor	
  <	
  0,05)	
  está	
  representado	
  con	
  la	
  línea	
  punteada	
  de	
  color	
  naranja.	
  El	
  programa
también	
  proporciona	
  	
  valores	
  de	
  Ratio	
  para	
  cada	
  ruta	
  (cuadrados	
  naranjas),	
  calculado	
  como	
  la	
  razón	
  entre	
  el
número	
  de	
  genes	
  de	
  la	
  lista	
  diferencial	
  presentes	
  en	
  la	
  ruta	
  canónica	
  respecto	
  al	
  número	
  total	
  de	
  genes	
  que
componen	
  la	
  ruta	
  según	
  la	
  base	
  de	
  datos	
  de	
  Ingenuity.



2.  CONTRIBUCIÓN  DE  SOS1  Y  SOS2  EN  LAS  PRINCIPALES
RUTAS  DE  SEÑALIZACIÓN  MEDIADAS  POR  RAS

Paralelamente	
  al	
  estudio	
  del	
  perfil	
  transcripcional	
  asociado	
  a	
  la	
  deficiencia	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2,
este	
  trabajo	
  tenía	
  como	
  objetivo	
  la	
  caracterización	
  funcional	
  de	
  estas	
  líneas	
  celulares.	
  Ade-­‐
más,	
  los	
  cambios	
  observados	
  en	
  la	
  expresión	
  génica,	
  así	
  como	
  los	
  datos	
  del	
  análisis	
  fun-­‐
cional	
   de	
   los	
  microarrays,	
   deben	
   ser	
   evaluados	
   experimentalmente.	
   En	
   este	
   capítulo
analizamos	
  el	
  fenotipo	
  de	
  los	
  MEFs	
  carentes	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2,	
  y	
  la	
  significación	
  biológica	
  de
algunos	
  de	
  los	
  cambios	
  encontrados	
  en	
  sus	
  perfiles	
  transcripcionales.

2.1    Efecto  de  Sos1  y  Sos2  sobre  la  capacidad  proliferativa  en  cultivo

Como	
  indicamos	
  en	
  la	
  introducción,	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  funcionan	
  como	
  GEF	
  activadores	
  de
Ras,	
  cuyas	
  rutas	
  efectoras	
  constituyen	
  importantes	
  reguladores	
  de	
  la	
  proliferación	
  celular,
entre	
  otros	
  procesos.	
  Teniendo	
  esto	
  en	
  cuenta,	
  y	
  puesto	
  que	
  los	
  resultados	
  de	
  los	
  microa-­‐
rrays	
  mostraron	
  un	
  elevado	
  número	
  de	
  genes	
  relacionados	
  con	
  este	
  proceso,	
  el	
  primer
paso	
  en	
  la	
  caracterización	
  funcional	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 consistió	
  en	
  analizar	
  la
capacidad	
  proliferativa	
  de	
  las	
  mismas.

La	
  curva	
  de	
  crecimiento	
  de	
  cada	
  línea	
  celular	
  se	
  realizó	
  sembrando	
  el	
  mismo	
  número	
  inicial
de	
  células	
  (día	
  0)	
  y	
  contando	
  las	
  mismas	
  cada	
  24	
  horas	
  durante	
  los	
  5	
  días	
  siguientes.	
  El	
  ex-­‐
perimento	
  se	
  realizó	
  en	
  varias	
  líneas	
  de	
  cada	
  genotipo	
  (wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2).	
  Una	
  vez	
  re-­‐
presentadas	
  gráficamente	
  pudimos	
  observar	
  que	
  la	
  ausencia	
  de	
  cualquiera	
  de	
  las	
  isoformas
de	
  Sos	
  produce	
  una	
  reducción	
  en	
  la	
  tasa	
  proliferativa,	
  siendo	
  ésta	
  más	
  acusada	
  en	
  los	
  MEFs
ko-­‐Sos2.	
  Estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  ambas	
  isoformas	
  poseen	
  un	
  papel	
  estimulador	
  de
la	
  proliferación,	
  al	
  menos	
  en	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  (Figura  22-­‐A).

El	
  cálculo	
  del	
  ‘tiempo	
  de	
  duplicación’,	
  asociado	
  a	
  este	
  tipo	
  de	
  experimentos,	
  se	
  realizó	
  con
los	
  datos	
  obtenidos	
  en	
  las	
  curvas	
  de	
  crecimiento.	
  Proporciona	
  una	
  idea	
  clara	
  y	
  rápida	
  de	
  la
diferencia	
  que	
  existe	
  en	
  la	
  capacidad	
  proliferativa	
  entre	
  estos	
  3	
  genotipos.	
  Así,	
  comproba-­‐
mos	
  que	
  los	
  MEFs	
  wt duplican	
  el	
  número	
  de	
  células	
  en	
  cultivo	
  en	
  27	
  horas,	
  mientras	
  que
los	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 poseen	
  tiempos	
  de	
  duplicación	
  de	
  32	
  y	
  37	
  horas,	
  res-­‐
pectivamente	
  (Figura  22-­‐B).

2.2.    Estudio  de  la  contribución  de  Sos1  y  Sos2  a  la  activación  de  Ras  y  sus  rutas  efecto-­‐

ras

Teniendo	
  en	
  cuenta	
  la	
  función	
  molecular	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos,	
  las	
  diferencias	
  observadas
en	
  proliferación	
  podrían	
  ser	
  debidas	
  a	
  alteraciones	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  sus	
  rutas	
  efec-­‐
toras.	
  A	
  continuación,	
  decidimos	
  explorar	
  el	
  estado	
  de	
  activación	
  de	
  estas	
  rutas	
  de	
  señali-­‐
zación	
   en	
   las	
   líneas	
   celulares	
   ko-­‐Sos1 y	
   ko-­‐Sos2.	
   La	
   utilización	
   de	
   ambas	
   líneas	
   ko
proporcionará	
  información	
  sobre	
  la	
  especificidad	
  o	
  redundancia	
  funcional	
  de	
  las	
  proteínas
Sos	
  en	
  este	
  contexto.
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2.2.1    Papel  de  Sos1  y  Sos2  en  la  activación  de  Ras,  ERK1/2  y  Akt

La	
  proliferación	
  celular	
  está	
  regulada	
  por	
  múltiples	
  rutas	
  de	
  señalización	
  activadas	
  por	
  se-­‐
ñales	
  mitogénicas	
  extracelulares.	
  En	
  este	
  sentido,	
  las	
  principales	
  rutas	
  efectoras	
  de	
  Sos	
  y
Ras	
  que	
  controlan	
  este	
  proceso	
  son	
  la	
  ruta	
  Ras/ERK	
  y	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt,	
  ambas	
  activadas
por	
  la	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  (Figuras  8  y  9).	
  Para	
  analizar	
  la	
  cinética	
  de
activación	
  de	
  estas	
  rutas	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2,	
  decidimos	
  determinar	
  la	
  cantidad
de	
  Ras-­‐GTP	
  (Ras	
  activo)	
  y	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  los	
  efectores	
  ERK1/2	
  (Tyr204)	
  y	
  Akt
(Ser473),	
  considerándolos	
  indicadores	
  del	
  estado	
  de	
  activación	
  de	
  las	
  rutas	
  Ras/ERK	
  y
PI3K/Akt,	
  respectivamente.

Para	
  el	
  diseño	
  experimental	
  tuvimos	
  en	
  cuenta	
  las	
  diferencias	
  en	
  señalización	
  a	
  corto	
  y
largo	
  plazo	
  para	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  sugeridas	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  Qian	
  et	
  al,	
  2000	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000),
en	
  el	
  que	
  además,	
  utilizaron	
  el	
  mismo	
  tipo	
  celular	
  (MEFs	
  inmortalizados).	
  Así,	
  decidimos
aplicar	
  un	
  marco	
  temporal	
  de	
  estimulación	
  que	
  abarca	
  puntos	
  a	
  corto	
  (10	
  y	
  30	
  minutos)	
  y
medio-­‐largo	
  plazo	
  (90	
  minutos,	
  8	
  horas	
  y	
  30	
  horas)	
  con	
  el	
  objetivo	
  añadido	
  de	
  poder	
  com-­‐
probar	
  los	
  cambios	
  observados	
  en	
  dicho	
  estudio.	
  Para	
  ello,	
  cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  los
3	
  genotipos	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  toda	
  la	
  noche	
  y	
  posteriormente	
  estimulados	
  con
20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  Los	
  niveles	
  de	
  Ras	
  activado	
  (Ras-­‐GTP)	
  fueron	
  de-­‐
terminados	
  bioquímicamente	
  mediante	
  ensayos	
  de	
  precipitación	
  por	
  afinidad	
  o	
  ensayos
de	
  pull  down (Figura  23-­‐A).	
  Paralelamente,	
  lisados	
  celulares	
  procedentes	
  de	
  los	
  mismos
experimentos	
  se	
  utilizaron	
  para	
  determinar	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  y	
  Akt	
  me-­‐

Figura  22.  Curvas  de  crecimiento  de  MEFs  wt,  ko-­‐Sos1 y  ko-­‐Sos2.  (A) Un	
  número	
  inicial	
  de	
  100.000	
  cé-­‐
lulas	
  de	
  cada	
  genotipo	
  fueron	
  sembradas	
  en	
  el	
  día	
  0,	
  contándose	
  cada	
  24h	
  durante	
  5	
  días	
  de	
  cultivo.	
  Los	
  valores
en	
  cada	
  punto	
  de	
  la	
  curva	
  representan	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  de	
  5	
  experimentos	
  independientes	
  para	
  wt y	
  3	
  para
cada	
  línea	
  ko,	
  cada	
  uno	
  de	
  ellos	
  con	
  duplicados.	
  Para	
  cada	
  genotipo	
  se	
  utilizaron	
  al	
  menos	
  2	
  líneas	
  procedentes
de	
  embriones	
  diferentes	
  (wt=3,	
  ko=2).	
  (B) Estimación	
  del	
  tiempo	
  de	
  duplicación	
  para	
  cada	
  genotipo.	
  Las	
  barras
del	
  diagrama	
  representan	
  la	
  media	
  +	
  SEM	
  de	
  los	
  datos	
  obtenidos	
  en	
  el	
  apartado	
  (A) entre	
  los	
  días	
  2-­‐4,	
  cuando
la	
  tasa	
  de	
  crecimiento	
  es	
  prácticamente	
  constante	
  en	
  todos	
  los	
  casos.	
  	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  la	
  comparación	
  ko-­‐Sos2
vs  wt;	
  #,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  las	
  comparaciones	
  de	
  ambas	
  líneas ko  vs  wt.



diante	
  Western	
  blot	
  (Figura  23-­‐B  y  C).	
  Se	
  emplearon	
  varias	
  líneas	
  celulares	
  de	
  cada	
  geno-­‐
tipo,	
  y	
  los	
  resultados	
  se	
  cuantificaron	
  con	
  el	
  programa	
  Image	
  J.	
  El	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  fue
normalizado	
  respecto	
  a	
  la	
  cantidad	
  de	
  proteína	
  total	
  presente	
  en	
  el	
  lisado	
  (ratio	
  señal	
  de
fosforilación/señal	
  de	
  proteína	
  total).	
  Los	
  datos	
  están	
  representados	
  en	
  términos	
  relativos,
donde	
  el	
  valor	
  de	
  todos	
  los	
  puntos	
  de	
  tiempo	
  está	
  calculado	
  respecto	
  al	
  tiempo	
  0	
  (Basal)
de	
  cada	
  genotipo,	
  que	
  corresponde	
  a	
  la	
  condición	
  de	
  privación	
  de	
  suero	
  (Figura  23).
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En	
  estas	
  condiciones	
  experimentales,	
  no	
  encontramos	
  diferencias	
  estadísticamente	
  signi-­‐
ficativas	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  entre	
  los	
  distintos	
  genotipos,	
  aunque	
  observamos	
  una	
  ten-­‐
dencia	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 a	
  una	
  menor	
  activación	
  de	
  Ras	
  a	
  largo	
  plazo	
  (a	
  partir	
  de	
  90
minutos)	
  (Figura  23-­‐A).	
  Sin	
  embargo,	
  en	
  la	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2,	
  los	
  MEFs
ko-­‐Sos2 presentan	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  mayores	
  que	
  los	
  fibroblastos	
  wt y	
  ko-­‐Sos1 a	
  corto
plazo,	
  equiparándose	
  de	
  nuevo	
  a	
  los	
  wt a	
  largo	
  plazo.	
  Adicionalmente,	
  y	
  en	
  consonancia
con	
  los	
  resultados	
  de	
  Qian	
  et	
  al,	
  2000,	
  la	
  deficiencia	
  de	
  Sos1	
  en	
  periodos	
  de	
  tiempo	
  mayo-­‐
res	
  de	
  30	
  minutos	
  provoca	
  una	
  disminución	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  comparado	
  con
MEFs	
  wt y	
  ko-­‐Sos2 (Figura  23-­‐B).	
  Por	
  último,	
  la	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  muestra
que	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  produce	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  este	
  efector,	
  lle-­‐
gando	
  a	
  ser	
  casi	
  el	
  doble	
  en	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 respecto	
  a	
  los	
  wt (Figura  23-­‐C).

2.2.2    Papel  de  Sos1  y  Sos2  sobre  efectores  de  ERK  y  Akt

Los	
  resultados	
  del	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  microarrays	
  pusieron	
  de	
  manifiesto	
  la	
  posible
alteración	
  en	
  rutas	
  de	
  señalización	
  intracelular	
  que	
  controlan	
  la	
  proliferación,	
  el	
  crecimiento
celular	
  y	
  la	
  síntesis	
  de	
  proteínas	
  (Figuras  20  y  21).	
  Además,	
  hemos	
  observado	
  experimen-­‐
talmente	
  que	
  existen	
  diferencias	
  en	
  la	
  capacidad	
  proliferativa	
  y	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  las	
  qui-­‐
nasas	
  ERK1/2	
  y	
  Akt	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2.

Como	
  explicamos	
  en	
  la	
  introducción,	
  la	
  ruta	
  PI3K-­‐Akt	
  controla	
  estos	
  procesos	
  mediante	
  la
regulación	
  de	
  diversos	
  efectores	
  (Marone	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  profundizar	
  en
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Figura  23.  Efecto  de  la  eliminación  de  Sos1  o  Sos2  sobre  la  activación  de  Ras  y  sus  rutas  efectoras.
Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  cada	
  genotipo	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  toda	
  la	
  noche	
  y	
  estimulados	
  después	
  con
20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  (A)  Efecto	
  sobre	
  la	
  activación	
  de	
  Ras.	
  La	
  medida	
  del	
  nivel	
  de	
  activación
de	
  Ras	
  se	
  realizó	
  mediante	
  ensayos	
  de	
  pull-­‐down,	
  analizados	
  posteriormente	
  por	
  Western	
  blot.	
  El	
  panel	
  de	
  la
izquierda	
  muestra	
  un	
  experimento	
  representativo	
  de	
  cada	
  genotipo.	
  La	
  gráfica	
  de	
  la	
  derecha	
  representa	
  la
cuantificación	
  de	
  los	
  resultados	
  de	
  pull-­‐down,	
  donde	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  fue	
  normalizada	
  respecto	
  a	
  la	
  can-­‐
tidad	
  total	
  de	
  Ras	
  presente	
  en	
  los	
  lisados	
  celulares	
  totales.	
  Los	
  resultados	
  se	
  expresaron	
  tomando	
  como	
  refe-­‐
rencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  datos	
  de	
  la	
  gráfica	
  corresponden	
  a	
  la
media	
  ±	
  SEM	
  de	
  4	
  experimentos	
  independientes	
  expresados	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.). (B) Efecto	
  sobre	
  la
fosforilación	
  de	
  ERK1/2.	
  El	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  se	
  analizó	
  mediante	
  Western	
  Blot	
  utilizando	
  anti-­‐
cuerpos	
  específicos	
  para	
  ERK1/2	
  total	
  y	
  fosforilado	
  en	
  Tyr204.	
  El	
  panel	
  de	
  la	
  izquierda	
  muestra	
  un	
  experimento
representativo	
  de	
  cada	
  genotipo.	
  La	
  gráfica	
  de	
  la	
  derecha	
  representa	
  la	
  cuantificación	
  de	
  los	
  resultados,	
  donde
el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  se	
  calculó	
  utilizando	
  el	
  ratio	
  entre	
  la	
  señal	
  de	
  p-­‐ERK	
  y	
  ERK	
  total	
  (pERK/ERK)
presente	
  en	
  los	
  lisados	
  celulares	
  totales.	
  Los	
  resultados	
  se	
  expresaron	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0
(Basal)	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  datos	
  de	
  la	
  gráfica	
  corresponden	
  a	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  de
13	
  experimentos	
  independientes	
  expresados	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.).	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  la	
  comparación	
  ko-­‐
Sos2 vs wt;	
  #,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  la	
  comparación	
  ko-­‐Sos1  vs  wt.	
  (C) Efecto	
  sobre	
  la	
  activación	
  de	
  Akt.	
  	
  El	
  nivel	
  de	
  fos-­‐
forilación	
  de	
  Akt	
  se	
  analizó	
  mediante	
  Western	
  Blot	
  utilizando	
  anticuerpos	
  específicos	
  para	
  Akt	
  total	
  y	
  fosforilado
en	
  Ser-­‐473.	
  El	
  panel	
  de	
  la	
  izquierda	
  muestra	
  un	
  experimento	
  representativo	
  de	
  cada	
  genotipo,	
  y	
  la	
  gráfica	
  de
la	
  derecha	
  representa	
  la	
  cuantificación	
  de	
  los	
  resultados,	
  donde	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  se	
  calculó	
  uti-­‐
lizando	
  el	
  ratio	
  entre	
  la	
  señal	
  de	
  p-­‐Akt	
  y	
  Akt	
  total	
  (pAkt/Akt)	
  presente	
  en	
  los	
  lisados	
  celulares	
  totales.	
  Los	
  re-­‐
sultados	
  se	
  expresaron	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor
1.	
  Los	
  datos	
  de	
  la	
  gráfica	
  corresponden	
  a	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  de	
  al	
  menos	
  6	
  experimentos	
  independientes	
  expre-­‐
sados	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.).	
  	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  la	
  comparación	
  de	
  ko-­‐Sos1  vs  wt;	
  #,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  las	
  compa-­‐
raciones	
  de	
  ambas	
  líneas	
  ko  vs  wt.



la	
  señalización	
  mediada	
  por	
  esta	
  ruta,	
  quisimos	
  analizar	
  el	
  estado	
  de	
  fosforilación	
  de	
  alguna
de	
  las	
  dianas	
  de	
  Akt.	
  Entre	
  sus	
  múltiples	
  sustratos,	
  consideramos	
  que	
  las	
  quinasas	
  GSK3β,
mTOR	
  y	
  p70S6K eran	
  candidatos	
  interesantes	
  por	
  su	
  implicación	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  sín-­‐
tesis	
  proteica,	
  el	
  crecimiento	
  celular	
  y	
  la	
  proliferación.	
  Aunque	
  ya	
  hablamos	
  de	
  ellas	
  en	
  la
introducción,	
  cabe	
  señalar	
  algún	
  detalle	
  sobre	
  los	
  sitios	
  de	
  fosforilación	
  específicos	
  que
regulan	
  la	
  actividad	
  de	
  estas	
  proteínas	
  y	
  sus	
  funciones	
  más	
  interesantes	
  en	
  este	
  contexto:

GSK3β es	
  fosforilada	
  por	
  Akt	
  en	
  la	
  serina	
  9	
  (GSK3β-­‐Ser9),	
  inhibiendo	
  su	
  actividad	
  quinasa.
La	
  fosforilación	
  de	
  Ccnd1	
  por	
  GSK3β induce	
  la	
  ubiquitinación	
  y	
  posterior	
  degradación	
  de
la	
  misma	
  (Diehl	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Por	
  tanto,	
  la	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  favorece
la	
  estabilidad	
  proteica	
  de	
  Ccnd1	
  a	
  través	
  de	
  Akt.	
  Además,	
  GSK3β inactiva	
  al	
  factor	
  de	
  ini-­‐
ciación	
  de	
  la	
  traducción	
  eIF2B	
  mediante	
  fosforilación,	
  inhibiendo	
  la	
  síntesis	
  proteica	
  nece-­‐
saria	
  para	
  la	
  proliferación	
  celular	
  (Welsh	
  et	
  al.,	
  1998).

La	
  serina/treonina	
  quinasa	
  mTOR tiene	
  un	
  papel	
  esencial	
  en	
  la	
  regulación	
  del	
  crecimiento
celular,	
  coordinando	
  la	
  síntesis	
  proteica	
  con	
  estímulos	
  procedentes	
  de	
  factores	
  de	
  creci-­‐
miento,	
  la	
  disponibilidad	
  de	
  nutrientes	
  y	
  el	
  nivel	
  energético	
  (Wullschleger	
  et	
  al.,	
  2006).	
  La
fosforilación	
  de	
  mTOR	
  en	
  serina	
  2448	
  (mTOR-­‐Ser2448)	
  es	
  dependiente	
  de	
  la	
  señalización
por	
  PI3K-­‐Akt	
  (Nave	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Wullschleger	
  et	
  al.,	
  2006)	
  y	
  la	
  quinasa	
  p70S6K parece	
  ser	
  la
encargada	
  de	
  fosforilar	
  este	
  residuo	
  in  vivo (Chiang	
  and	
  Abraham,	
  2005;	
  Holz	
  and	
  Blenis,
2005).

p70S6K es	
  a	
  su	
  vez,	
  uno	
  de	
  los	
  principales	
  efectores	
  de	
  mTOR	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  síntesis
proteica.	
  La	
  actividad	
  serina/treonina	
  quinasa	
  de	
  p70S6K está	
  regulada	
  por	
  un	
  patrón	
  de
fosforilación	
  complejo	
  que	
  afecta	
  a	
  varios	
  residuos	
  en	
  diferentes	
  dominios	
  (Dennis	
  et	
  al.,
1998;	
  Fenton	
  and	
  Gout,	
  2011).	
  Todos	
  estos	
  sitios	
  de	
  fosforilación	
  contribuyen	
  diferencial-­‐
mente	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  p70S6K,	
  y	
  aunque	
  aún	
  no	
  está	
  totalmente	
  demostrado,	
  existen	
  evi-­‐
dencias	
  de	
  que	
  quinasas	
  de	
  la	
  familia	
  MAPKs	
  y	
  también	
  Cdk1	
  (cyclin-­‐dependent	
  kinase	
  1)
pueden	
  participar	
  en	
  este	
  evento	
  (Berven	
  and	
  Crouch,	
  2000;	
  Mukhopadhyay	
  et	
  al.,	
  1992).
Los	
  residuos	
  treonina	
  421	
  y	
  serina	
  424	
  (Thr421/Ser424)	
  forman	
  parte	
  de	
  aquellos	
  presu-­‐
miblemente	
  regulados	
  por	
  MAPKs.	
  La	
  fosforilación	
  en	
  estos	
  residuos,	
  induce	
  un	
  cambio
de	
  conformación	
  que	
  permite	
  la	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K en	
  la	
  treonina	
  389	
  (Thr389)	
  por
quinasas	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K-­‐Akt,	
  principalmente	
  mTOR	
  (Burnett	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Nojima	
  et	
  al.,
2003).	
  Este	
  último	
  evento	
  de	
  fosforilación	
  permite	
  a	
  la	
  quinasa	
  constitutivamente	
  activa
PDK1,	
  fosforilar	
  la	
  treonina	
  229	
  (Thr229),	
  lo	
  que	
  confiere	
  la	
  actividad	
  completa	
  a	
  p70S6K

(Alessi	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Pullen	
  et	
  al.,	
  1998).

Con	
  esta	
  información,	
  decidimos	
  analizar	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β-­‐Ser9,	
  mTOR-­‐
Ser2448	
  y	
  p70S6K-­‐Thr389	
  en	
  MEFs	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2.	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  habíamos
obtenido	
  una	
  mayor	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos2,	
  determinamos	
  además	
  el
grado	
  de	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K en	
  Thr421/Ser424.	
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Con	
  el	
  propósito	
  de	
  comprobar	
  qué	
  proporción	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  estos	
  residuos	
  de-­‐
pende	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  PI3K	
  optamos	
  por	
  añadir	
  un	
  duplicado	
  del	
  experimento	
  en	
  pre-­‐
sencia	
  de	
  wortmanina,	
  un	
  inhibidor	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  PI3Ks	
  (Arcaro	
  and	
  Wymann,
1993).	
  En	
  todas	
  las	
  réplicas	
  experimentales	
  el	
  tratamiento	
  con	
  wortmanina	
  inhibió	
  com-­‐
pletamente	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Akt-­‐Ser473,	
  no	
  así	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2,	
  que	
  se	
  mantuvo
sin	
  cambios	
  significativos	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  este	
  inhibidor	
  (Figura  24).	
  Al	
  igual	
  que	
  en
los	
  experimentos	
  de	
  Ras,	
  ERK1/2	
  y	
  Akt,	
  los	
  resultados	
  están	
  representados	
  en	
  términos	
  re-­‐
lativos,	
  donde	
  el	
  valor	
  en	
  los	
  puntos	
  de	
  estimulación	
  (10	
  y	
  30	
  minutos)	
  están	
  calculados
respecto	
  al	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  de	
  cada	
  genotipo.	
  En	
  este	
  caso	
  además,	
  el	
  valor	
  de	
  las	
  muestras
tratadas	
  con	
  wortmanina	
  está	
  calculado	
  respecto	
  al	
  tiempo	
  0	
  de	
  cada	
  genotipo	
  tratado
con	
  DMSO.

GSK3β-­‐Ser9:	
  al	
  contrario	
  de	
  lo	
  que	
  esperábamos,	
  la	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β-­‐Ser9	
  no	
  pre-­‐
sentó	
  ningún	
  cambio	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 ni	
  ko-­‐Sos2 respecto	
  a	
  los	
  MEFs	
  wt (Figura  25-­‐A
y  B).	
  El	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β-­‐Ser9	
  está	
  expresado	
  como	
  el	
  ratio	
  entre	
  la	
  cantidad
de	
  GSK3β-­‐Ser9	
  y	
  la	
  cantidad	
  de	
  GSK3β total	
  (p-­‐GSK3β/GSK3β)	
  (Figura  25-­‐B).	
  En	
  las	
  muestras
tratadas	
  con	
  wortmanina	
  observamos	
  una	
  disminución	
  estadísticamente	
  significativa	
  de
la	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β-­‐Ser9	
  en	
  todas	
  las	
  condiciones,	
  aproximándose	
  al	
  nivel	
  de	
  fosfo-­‐
rilación	
  basal	
  de	
  las	
  muestras	
  con	
  DMSO	
  (Figura  25-­‐A  y  B).	
  Esta	
  disminución	
  indica	
  que	
  Akt
es	
  responsable	
  de	
  la	
  mayor	
  parte	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β en	
  Ser9.

Los	
  resultados	
  que	
  obtuvimos	
  con	
  los	
  microarrays	
  sugerían	
  un	
  pequeño	
  aumento	
  de	
  GSK3β
en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1,	
  aunque	
  fuera	
  de	
  los	
  cortes	
  de	
  significación	
  estadística	
  aplicados.	
  Para
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Figura  24.  Inhibición  de  la  ruta  PI3K-­‐Akt. Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  cada	
  genotipo	
  fueron	
  privados	
  de
suero	
  durante	
  toda	
  la	
  noche,	
  posteriormente	
  tratados	
  con	
  Wortmanina	
  100nM	
  o	
  DMSO	
  durante	
  1	
  hora,	
  y	
  por
último	
  estimuladas	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  10	
  y	
  30	
  minutos.	
  La	
  inhibición	
  de	
  la	
  actividad	
  enzimática	
  de	
  PI3K	
  se
comprobó	
  analizando	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  en	
  Ser-­‐473	
  mediante	
  Western	
  blot.	
  También	
  se	
  analizó	
  el
efecto	
  de	
  este	
  inhibidor	
  sobre	
  la	
  fosforilación	
  de	
  las	
  MAPKs	
  ERK1/2	
  en	
  Tyr204	
  como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  los
paneles	
  inferiores. (A) Western	
  blot	
  representativo	
  de	
  los	
  experimentos	
  realizados	
  con	
  fibroblastos	
  wt y	
  ko-­‐
Sos1.	
  (B)Western	
  blot	
  representativo	
  de	
  los	
  experimentos	
  realizados	
  con	
  fibroblastos	
  wt y	
  ko-­‐Sos2.



comprobarlo,	
  analizamos	
  la	
  cantidad	
  de	
  GSK3β en	
  cada	
  genotipo	
  utilizando	
  la	
  expresión
de	
  β-­‐tubulina	
  como	
  control	
  de	
  la	
  carga	
  total	
  de	
  proteína.	
  Las	
  cuantificaciones	
  mostraron
que	
  GSK3β aumenta	
  ligeramente	
  pero	
  de	
  forma	
  significativa	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 respecto
a	
  las	
  líneas	
  wt (esto	
  no	
  ocurre	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos2)	
  (Figura  25-­‐C).	
  Este	
  dato	
  puede	
  explicar,
en	
  parte,	
  que	
  no	
  se	
  observen	
  diferencias	
  al	
  normalizar	
  la	
  señal	
  de	
  GSK3β-­‐Ser9	
  con	
  GSK3β
total.	
  De	
  hecho,	
  al	
  representar	
  gráficamente	
  la	
  cantidad	
  de	
  GSK3β-­‐Ser9	
  respecto	
  a	
  la	
  ex-­‐
presión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  (ratio	
  p-­‐GSK3β/β-­‐tubulina),	
  los	
  resultados	
  mostraron	
  un	
  aumento
de	
  GSK3β-­‐Ser9	
  en	
  ko-­‐Sos1 (aunque	
  no	
  es	
  estadísticamente	
  significativo)	
  (Figura  25-­‐D).	
  Los
datos	
  en	
  esta	
  última	
  gráfica	
  no	
  se	
  relativizaron	
  al	
  tiempo	
  0	
  (Basal),	
  sino	
  que	
  cada	
  barra	
  re-­‐
presenta	
  el	
  ratio	
  p-­‐GSK3β/β-­‐tubulina.
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Figura  25.  Efecto  de  la  eliminación  de  Sos1  y  Sos2  sobre  la  fosforilación  de  GSK3β.  (A) Cultivos	
  sub-­‐
confluentes	
  de	
  cada	
  genotipo	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  toda	
  la	
  noche,	
  tratados	
  una	
  hora	
  con	
  DMSO	
  o
con	
  wortmanina	
  100nM,	
  y	
  estimulados	
  después	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  10	
  y	
  30	
  minutos.	
  Los	
  niveles	
  de	
  GSK3β
fosforilada	
  en	
  Ser-­‐9	
  y	
  de	
  GSK3β	
  total	
  en	
  el	
  lisado	
  celular	
  fueron	
  detectados	
  por	
  	
  Western	
  blot	
  con	
  anticuerpos
específicos.	
  Se	
  muestra	
  un	
  experimento	
  representativo	
  para	
  cada	
  línea	
  ko.	
  (B) Cuantificación	
  del	
  nivel	
  de	
  fos-­‐
forilación	
  de	
  GSK3β	
  respecto	
  a	
  la	
  cantidad	
  total	
  de	
  GSK3β	
  en	
  el	
  lisado	
  celular	
  (ratio	
  pGSK3β/GSK3β).	
  Los	
  resul-­‐
tados	
  están	
  expresados	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  en	
  el	
  tratamiento	
  con	
  DMSO	
  para	
  cada
genotipo,	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  datos	
  del	
  diagrama	
  de	
  barras	
  corresponden	
  a	
  la	
  media
±	
  SEM	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  11,	
  7	
  y	
  4	
  experimentos	
  independientes	
  procedentes	
  de	
  las	
  líneas	
  wt,
ko-­‐Sos1	
  y	
  ko-­‐Sos2,	
  respectivamente.	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  respecto	
  a	
  las	
  muestras	
  con	
  DMSO.	
  (C) Análisis	
  del	
  nivel	
  de	
  ex-­‐
presión	
  de	
  GSK3β	
  en	
  cada	
  genotipo	
  mediante	
  el	
  ratio	
  GSK3β/β-­‐tubulina.	
  Los	
  datos	
  representan	
  la	
  media	
  ±	
  SEM
en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  5,	
  5,	
  y	
  2	
  experimentos	
  independientes	
  de	
  las	
  líneas	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2,	
  res-­‐
pectivamente.	
  **,	
  p	
  <	
  0,01	
  respecto	
  a	
  los	
  MEFs	
  wt.	
  (D) Cuantificación	
  del	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β	
  tras
el	
  tratamiento	
  con	
  wortmanina	
  o	
  DMSO,	
  usando	
  la	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  como	
  control	
  de	
  la	
  carga	
  total	
  de
proteína.	
  



mTOR-­‐Ser2448:	
  tampoco	
  encontramos	
  diferencias	
  significativas	
  en	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación
de	
  mTOR-­‐Ser2448	
  al	
  comparar	
  los	
  3	
  genotipos.	
  No	
  obstante,	
  se	
  puede	
  apreciar	
  una	
  ten-­‐
dencia	
  al	
  alza	
  en	
  ambas	
  líneas	
  ko respecto	
  a	
  wt,	
  especialmente	
  a	
  los	
  30	
  minutos	
  de	
  esti-­‐
mulación	
  con	
  suero	
  (Figura  26).	
  El	
   tratamiento	
  con	
  wortmanina	
  redujo	
  débilmente	
   la
fosforilación	
  de	
  mTOR-­‐Ser2448,	
  pero	
  tras	
  aplicar	
  el	
  análisis	
  estadístico	
  la	
  fosforilación	
  de
mTOR-­‐Ser2448	
  a	
  los	
  30	
  minutos	
  de	
  estimulación	
  disminuyó	
  significativamente	
  sólo	
  en	
  las
líneas	
  ko-­‐Sos2 tratadas	
  con	
  wortmanina	
  (Figura  26).

p70S6K-­‐Thr421/Ser424  y  p70S6K-­‐Thr389:	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K en	
  estos	
  dos
residuos	
  dio	
  los	
  siguientes	
  resultados:	
  por	
  un	
  lado,	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2 mostraron	
  un	
  au-­‐
mento	
  de	
  la	
  fosforilación	
  en	
  Thr421/Ser424	
  (aplicando	
  el	
  ratio	
  p-­‐p70S6K/β-­‐tubulina)	
  tras	
  30
minutos	
  de	
  estimulación,	
  estadísticamente	
  significativo	
  respecto	
  a	
  las	
  líneas	
  wt (Figura  27-­‐
A  y  B).	
  En	
  ko-­‐Sos1,	
  sin	
  embargo,	
  observamos	
  una	
  ligera	
  disminución	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de
Thr421/Ser424,	
  pero	
  sin	
  diferencias	
  significativas.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  como	
  era	
  de	
  esperar
según	
  la	
  teoría	
  de	
  que	
  las	
  MAPKs	
  son	
  responsables	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  estos	
  residuos,	
  el
tratamiento	
   con	
   wortmanina	
   no	
   afectó	
   significativamente	
   a	
   la	
   fosforilación	
   en
Thr421/Ser424,	
  con	
  la	
  excepción	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2,	
  que	
  tras	
  30	
  minutos	
  de	
  estimulación
presentaron	
  una	
  disminución	
  estadísticamente	
  significativa	
  respecto	
  a	
  wt (Figura  27-­‐A  y
B).	
  Finalmente,	
  los	
  Western	
  blots	
  realizados	
  para	
  averiguar	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de
p70S6K-­‐Thr389	
  no	
  mostraron	
  grandes	
  cambios,	
  sin	
  embargo,	
  existe	
  un	
  ligero	
  aumento	
  a	
  los
30	
  minutos	
  en	
  ambas	
  líneas	
  ko	
  respecto	
  a	
  wt (Figura  27-­‐C).	
  El	
  tratamiento	
  con	
  wortmanina
inhibió	
  considerablemente	
  la	
  fosforilación	
  de	
  este	
  residuo,	
  a	
  diferencia	
  del	
  efecto	
  sobre
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Figura  26.  Efecto  de  la  eliminación  de  Sos1  y  Sos2  sobre  la  fosforilación  de  mTOR. (A)  Cultivos	
  sub-­‐
confluentes	
  de	
  cada	
  genotipo	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  toda	
  la	
  noche,	
  tratados	
  una	
  hora	
  con	
  DMSO	
  o
con	
  Wortmanina	
  100nM,	
  y	
  estimulados	
  después	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  10	
  y	
  30	
  minutos.	
  Los	
  niveles	
  de	
  mTOR
fosforilado	
  en	
  Ser-­‐2448	
  y	
  el	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  en	
  el	
  lisado	
  celular	
  fueron	
  detectados	
  por	
  Western
blot	
  con	
  anticuerpos	
  específicos.	
  Se	
  muestra	
  un	
  experimento	
  representativo	
  para	
  cada	
  línea	
  ko.	
  (B)  Cuantifi-­‐
cación	
  del	
  nivel	
  de	
  mTOR-­‐Ser2448	
  usando	
  la	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  como	
  control	
  de	
  carga.	
  El	
  ratio	
  p-­‐mTOR/β-­‐
tubulina	
  fue	
  calculado	
  para	
  cada	
  punto,	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  tratado	
  con	
  DMSO	
  para
cada	
  genotipo,	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  datos	
  del	
  diagrama	
  de	
  barras	
  corresponden	
  a	
  la
media	
  ±	
  SEM	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  9,	
  5	
  y	
  4	
  experimentos	
  independientes	
  procedentes	
  de	
  las	
  líneas
wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2,	
  respectivamente.	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  respecto	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  con	
  DMSO.



Thr421/Ser424,	
  donde	
  la	
  inhibición	
  fue	
  mucho	
  más	
  débil.	
  Esto	
  encaja	
  con	
  el	
  hecho	
  de	
  que
la	
  fosforilación	
  en	
  Thr389	
  depende	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  PI3K	
  (Figura  27-­‐C).

2.3    Estudio  del  ciclo  celular  en  fibroblastos  wt,  ko-­‐Sos1 y  ko-­‐Sos2

Dado	
  que	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 presentan	
  una	
  menor	
  tasa	
  de	
  crecimiento,	
  y	
  que	
  las
GTPasas	
  Ras	
  regulan	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  celular	
  a	
  través	
  de	
  sus	
  rutas	
  efectoras	
  Ras/ERK
y	
  PI3K-­‐Akt	
  (Gille	
  and	
  Downward,	
  1999;	
  Taylor	
  and	
  Shalloway,	
  1996),	
  decidimos	
  analizar	
  el
perfil	
  del	
  ciclo	
  celular	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  La	
  distribución	
  de	
  las	
  poblaciones	
  celulares
a	
  lo	
  largo	
  de	
  las	
  fases	
  del	
  ciclo	
  se	
  puede	
  cuantificar	
  mediante	
  la	
  tinción	
  con	
  IP.	
  Para	
  ello,
utilizamos	
  cultivos	
  en	
  crecimiento	
  exponencial	
  procedentes	
  de	
  los	
  3	
  genotipos.	
  Los	
  resul-­‐
tados	
  obtenidos	
  mediante	
  esta	
  aproximación	
  revelaron	
  que	
  los	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos2 poseen
un	
  mayor	
  porcentaje	
  de	
  células	
  en	
  la	
  fase	
  G1	
  en	
  comparación	
  con	
  ko-­‐Sos1 y	
  wt.	
  Sin	
  em-­‐
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Figura  27.  Efecto  de  la  eliminación  de  Sos1  y  Sos2  sobre  la  fosforilación  de  p70S6K.  (A) Cultivos	
  sub-­‐
confluentes	
  de	
  cada	
  genotipo	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  toda	
  la	
  noche,	
  tratados	
  una	
  hora	
  con	
  DMSO	
  o
con	
  Wortmanina	
  100nM,	
  y	
  estimulados	
  después	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  10	
  y	
  30	
  minutos.	
  El	
  nivel	
  de	
  p70S6K fos-­‐
forilado	
  en	
  Thr421/Ser424	
  y	
  el	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  en	
  el	
  lisado	
  celular	
  fueron	
  detectados	
  por	
  Wes-­‐
tern	
  blot	
  con	
  anticuerpos	
  específicos.	
  Se	
  muestra	
  un	
  experimento	
  representativo	
  para	
  cada	
   línea	
  ko.	
  (B)
Cuantificación	
  del	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K en	
  Thr421/Ser424	
  usando	
  la	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  como
control	
  de	
  carga.	
  El	
  ratio	
  p-­‐p70S6K/β-­‐tubulina	
  fue	
  calculado	
  para	
  cada	
  punto,	
  y	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  tratado	
  con
DMSO	
  para	
  cada	
  genotipo	
  fue	
  utilizado	
  como	
  referencia,	
  asignándole	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  datos	
  del
diagrama	
  de	
  barras	
  corresponden	
  a	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  10,	
  8	
  y	
  3	
  experimentos	
  in-­‐
dependientes	
  procedentes	
  de	
  las	
  líneas	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2,	
  respectivamente;	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  respecto	
  a	
  MEFs
wt;	
  #,	
  p	
  <	
  0,05	
  respecto	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  con	
  DMSO.	
  (C) Nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K en	
  Thr389	
  en	
  las
mismas	
  condiciones	
  que	
  en	
  el	
  apartado	
  (A).	
  Western	
  blot	
  representativo	
  de	
  2	
  experimentos	
  independientes
con	
  resultados	
  similares.	
  



bargo,	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  aprecia	
  en	
  la	
  figura	
  (Figura  28-­‐A  y  B),	
  los	
  perfiles	
  de	
  los	
  fibroblastos
wt y	
  ko-­‐Sos1mostraron	
  una	
  distribución	
  similar.

Las	
  ciclinas	
  tipo	
  D	
  son	
  importantes	
  reguladores	
  de	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo	
  ce-­‐
lular.	
  Esta	
  regulación	
  la	
  llevan	
  a	
  cabo	
  mediante	
  su	
  interacción	
  con	
  CDK4/6,	
  encargadas	
  de
fosforilar	
  e	
  inactivar	
  a	
  RΒ (inhibidora	
  de	
  la	
  transición	
  G1-­‐S	
  del	
  ciclo	
  celular)	
  (Lee	
  and	
  Yang,
2003;	
  Peeper	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Pruitt	
  and	
  Der,	
  2001).	
  Como	
  explicamos	
  en	
  la	
  introducción,	
  la
señalización	
  a	
  través	
  de	
  las	
  rutas	
  efectoras	
  de	
  Ras,	
  PI3K/Akt	
  y	
  Ras/ERK,	
  induce	
  la	
  expresión
de	
  este	
  tipo	
  de	
  ciclinas	
  (Lavoie	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Takuwa	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Torii	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Por	
  este
motivo,	
  quisimos	
  determinar	
  el	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  las	
  ciclinas	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  en	
  las
líneas	
  celulares	
  utilizadas	
  en	
  el	
  análisis	
  del	
  ciclo	
  celular	
  (Figura  28-­‐C).	
  De	
  esta	
  manera	
  pu-­‐
dimos	
  comprobar	
  una	
  clara	
  disminución	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  en	
  los	
  fibroblas-­‐
tos	
  ko-­‐Sos1 respecto	
  a	
  fibroblastos	
  wt,	
  mientras	
  que	
  sólo	
  la	
  Ccnd1	
  disminuyó	
  en	
  células
ko-­‐Sos2.	
  La	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  fue	
  utilizada	
  como	
  control	
  de	
  carga	
  (Figura  28-­‐C).
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Figura  28.  Análisis  del  ciclo  celular  de  MEFs  wt,  ko-­‐Sos1 y  ko-­‐Sos2. (A)  Perfiles	
  representativos	
  del	
  ciclo
celular	
  de	
  fibroblastos	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 en	
  crecimiento	
  activo.	
  El	
  eje	
  X	
  corresponde	
  a	
  la	
  intensidad	
  de
fluorescencia	
  del	
  ioduro	
  de	
  propidio	
  incorporado,	
  reflejando	
  el	
  contenido	
  en	
  DNA	
  de	
  la	
  población	
  celular.	
  El
eje	
  Y	
  representa	
  el	
  número	
  de	
  células	
  analizadas.	
  (B) Cuantificación	
  de	
  los	
  resultados	
  procedentes	
  de	
  5	
  (wt),
5	
  (ko-­‐Sos1),	
  y	
  2	
  (ko-­‐Sos2)	
  experimentos	
  independientes	
  (cada	
  uno	
  con	
  duplicados).	
  El	
  diagrama	
  de	
  barras	
  re-­‐
presenta	
  la	
  media	
  +	
  SEM	
  del	
  porcentaje	
  de	
  células	
  en	
  cada	
  fase	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  La	
  tabla	
  inferior	
  muestra	
  los
porcentajes	
  medios	
  de	
  todos	
  los	
  experimentos.	
  (C) Expresión	
  de	
  la	
  ciclina	
  D1	
  (Ccnd1),	
  ciclina	
  D2	
  (Ccnd2)	
  y	
  el
control	
  de	
  carga	
  β-­‐tubulina	
  en	
  las	
  líneas	
  wt,	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 utilizadas	
  para	
  el	
  análisis	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  



Es	
  importante	
  mencionar	
  que	
  el	
  estudio	
  del	
  ciclo	
  celular	
  no	
  se	
  realizó	
  con	
  la	
  totalidad	
  de
líneas	
  disponibles	
  para	
  cada	
  genotipo.	
  En	
  experimentos	
  preliminares	
  que	
  incluían	
  todas
las	
  líneas	
  descubrimos	
  la	
  existencia	
  de	
  poliploidías	
  en	
  algunas	
  de	
  ellas.	
  Los	
  perfiles	
  de	
  dis-­‐
tribución	
  extraídos	
  de	
  las	
  líneas	
  poliploides,	
  concretamente	
  tetraploides,	
  impiden	
  distinguir
el	
  porcentaje	
  de	
  células	
  diploides	
  en	
  fase	
  G2/M	
  de	
  las	
  tetraploides	
  en	
  fase	
  G1,	
  pues	
  con-­‐
tienen	
  la	
  misma	
  cantidad	
  de	
  DNA.	
  Finalmente,	
  la	
  batería	
  de	
  líneas	
  celulares	
  utilizadas	
  se
redujo	
  a	
  2	
  líneas	
  wt,	
  una	
  línea	
  de	
  ko-­‐Sos1 y	
  una	
  de	
  ko-­‐Sos2.	
  Los	
  Western	
  blot	
  de	
  Ccnd1	
  y
Ccnd2	
  (Figura  28-­‐C)	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  con	
  lisados	
  de	
  estas	
  líneas,	
  aunque	
  también	
  se	
  re-­‐
alizaron	
  para	
  el	
  resto	
  de	
  líneas	
  y	
  los	
  resultados	
  fueron	
  similares	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  ko-­‐Sos1,	
  mien-­‐
tras	
  que	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  ko-­‐Sos2 no	
  se	
  confirmó	
  la	
  disminución	
  de	
  Ccnd1.

2.4    Estudio  de  la  muerte  celular  inducida  por  tBHP  en  líneas  wt,  ko-­‐Sos1 y  ko-­‐Sos2

Algunos	
  de	
  los	
  grupos	
  enriquecidos	
  en	
  el	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  microarrays	
  indicaban
alteraciones	
  en	
  la	
  respuesta	
  a	
  estrés	
  y	
  la	
  muerte	
  celular	
  (Figuras  20  y  21).	
  Varios	
  genes
pro-­‐apoptóticos	
   anotados	
   a	
   estas	
   funciones	
   estaban	
   reprimidos	
   (Trp53inp1,	
   Phlda3,
Rnf130,	
  Cdkn1a),	
  y	
  otros	
  sobreexpresados	
  (Eaf2,	
  Cadm1)	
  (Tabla  8).	
  Las	
  rutas	
  de	
  señalización
reguladas	
  por	
  Ras	
  promueven	
  la	
  proliferación	
  y	
  la	
  supervivencia	
  celular	
  (Duronio,	
  2008),
de	
  hecho,	
  estudios	
  previos	
  de	
  nuestro	
  laboratorio	
  demostraron	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  N-­‐ras
regula	
  negativamente	
  la	
  muerte	
  celular	
  por	
  apoptosis,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  señalización	
  de	
  ERK	
  y
p38	
  (Castellano	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Sin	
  embargo,	
  en	
  determinadas	
  circunstancias	
  y	
  dependiendo
del	
  estímulo	
  y	
  el	
  tipo	
  celular,	
  la	
  estimulación	
  aberrante	
  de	
  estas	
  rutas	
  efectoras	
  puede	
  me-­‐
diar	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  muerte	
  celular	
  (Cagnol	
  and	
  Chambard,	
  2010).	
  Por	
  ejemplo,	
  cambios
en	
  la	
  duración	
  e	
  intensidad	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  ERK,	
  así	
  como	
  en	
  su	
  localización	
  subcelular
determinan	
  la	
  respuesta	
  de	
  supervivencia	
  o	
  muerte	
  (Cagnol	
  and	
  Chambard,	
  2010).

Por	
  tanto,	
  con	
  el	
  objeto	
  de	
  averiguar	
  si	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  tiene	
  un	
  efecto	
  estimu-­‐
lador	
  o	
  protector	
  frente	
  a	
  la	
  muerte	
  inducida	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés,	
  decidimos	
  evaluar
la	
  viabilidad	
  celular	
  (por	
  incorporación	
  de	
  7-­‐AAD)	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  el	
  agente	
  oxidante
hidroperóxido	
  de	
  terbutilo	
  o	
  tBHP.	
  Para	
  ello,	
  cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  cada	
  genotipo	
  fue-­‐
ron	
  tratados	
  con	
  tBHP	
  100	
  μM	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales	
  el	
  tratamiento	
  fue	
  retirado
y	
  sustituido	
  por	
  medio	
  de	
  cultivo	
  fresco.	
  Aproximadamente	
  20-­‐22	
  horas	
  después,	
  las	
  células
tratadas	
  con	
  tBHP	
  y	
  los	
  controles	
  sin	
  tratar	
  fueron	
  marcados	
  con	
  7-­‐AAD	
  y	
  Anexina	
  V,	
  y	
  pos-­‐
teriormente	
  analizadas	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo.

Los	
  resultados	
  revelaron	
  que	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 eran	
  significativamente	
  más	
  resistentes	
  a
la	
  muerte	
  celular	
  inducida	
  por	
  tBHP	
  que	
  las	
  líneas	
  wt y	
  ko-­‐Sos2.	
  Sin	
  embargo,	
  no	
  encon-­‐
tramos	
  diferencias	
  en	
  la	
  proporción	
  de	
  células	
  positivas	
  para	
  Anexina	
  V	
  (Figura  29).	
  Es	
  ne-­‐
cesario	
  señalar,	
  que	
  los	
  datos	
  de	
  Anexina	
  V	
  recogidos	
  20	
  horas	
  después	
  del	
  tratamiento
deben	
  ser	
  interpretados	
  con	
  cautela,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  este	
  marcaje	
  identifica	
  una
fase	
  temprana-­‐intermedia	
  del	
  proceso	
  apoptótico.	
  Por	
  tanto,	
  suponiendo	
  que	
  las	
  células
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murieran	
  por	
  apoptosis	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  (aunque	
  la	
  duración	
  del	
  proceso	
  apop-­‐
tótico	
  varía	
  en	
  función	
  del	
  tipo	
  celular),	
  es	
  posible	
  que	
  perdiéramos	
  parte	
  de	
  las	
  células
positivas	
  en	
  tiempos	
  anteriores,	
  donde	
  podrían	
  detectarse	
  diferencias;	
  Sin	
  embargo,	
  no
fuimos	
  capaces	
  de	
  detectar	
  fragmentación	
  de	
  DNA	
  ni	
  caspasa	
  3	
  activada	
  en	
  ninguna	
  de	
  las
muestras,	
  dos	
  eventos	
  tardíos	
  en	
  el	
  proceso	
  apoptótico	
  (datos	
  no	
  mostrados).	
  Estos	
  datos
apuntan	
  a	
  la	
  posibilidad	
  de	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  en	
  nuestro	
  modelo	
  celular	
  induzca
apoptosis	
  sólo	
  en	
  una	
  pequeña	
  proporción	
  de	
  la	
  población,	
  y	
  que	
  el	
  resto	
  sufra	
  otro	
  tipo
de	
  muerte,	
  como	
  la	
  muerte	
  celular	
  por	
  necrosis.	
  De	
  hecho,	
  varios	
  trabajos	
  demuestran
que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  puede	
  inducir	
  tanto	
  apoptosis	
  como	
  necrosis,	
  dependiendo
principalmente	
  del	
  tipo	
  celular	
  y	
  también	
  de	
  la	
  concentración	
  y	
  el	
  tiempo	
  de	
  exposición	
  al
tBHP	
  (Long	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Piret	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Sardao	
  et	
  al.,	
  2007).	
  De	
  cualquier	
  modo,	
  estos
experimentos	
  muestran	
  que	
  la	
  muerte	
  celular	
  inducida	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  es	
  sig-­‐
nificativamente	
  menor	
  en	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1 respecto	
  a	
  fibroblastos	
  wt y	
  ko-­‐Sos2.
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Figura  29.  Muerte  celular  inducida  por  tBHP  en  MEFs  wt,  ko-­‐Sos1 y  ko-­‐Sos2. Cultivos	
  subconfluentes
de	
  cada	
  genotipo	
  fueron	
  tratados	
  con	
  tBHP	
  100	
  μM	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales	
  se	
  reemplazó	
  el	
  tratamiento
por	
  medio	
  fresco.	
  20-­‐22	
  horas	
  después	
  las	
  células	
  fueron	
  marcadas	
  con	
  anexina	
  V	
  +	
  7-­‐AAD	
  y	
  analizadas	
  por
FACS.	
  (A)  Dotplots	
  representativos	
  mostrando	
  las	
  poblaciones	
  celulares	
  marcadas	
  con	
  anexina	
  V-­‐APC	
  (eje	
  X)	
  y
7-­‐AAD	
  (eje	
  Y)	
  de	
  muestras	
  sin	
  tratar	
  (Basal)	
  y	
  tratadas	
  con	
  tBHP	
  para	
  cada	
  genotipo.	
  (B) Cuantificación	
  del	
  por-­‐
centaje	
  de	
  viabilidad	
  celular	
  correspondiente	
  a	
  las	
  células	
  negativas	
  para	
  ambos	
  marcadores	
  (diagrama	
  de	
  ba-­‐
rras	
  superior),	
  y	
  del	
  porcentaje	
  de	
  células	
  positivas	
  sólo	
  para	
  AnexV	
  (diagrama	
  de	
  barras	
  inferior).	
  Ambas
gráficas	
  representan	
  la	
  media	
  +	
  SEM	
  de	
  9,	
  8,	
  y	
  4	
  experimentos	
  independientes	
  procedentes	
  	
  de	
  líneas	
  wt,	
  ko-­‐
Sos1 y	
  ko-­‐Sos2,	
  respectivamente.	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  respecto	
  a	
  MEFs	
  wt y	
  ko-­‐Sos2.



3.  CARACTERIZACIÓN  FUNCIONAL  DE  SOS1  Y  SOS2  
MEDIANTE  SILENCIAMIENTO  ESTABLE  DE  SU  EXPRESIÓN  
EN  FIBROBLASTOS  EMBRIONARIOS  DE  RATÓN.
Comparativa  con  los  resultados  anteriores  en  modelos  knockout

La	
  inmortalización	
  de	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  es	
  una	
  estrategia	
  ampliamente	
  utilizada,
especialmente	
  útil	
  desde	
  el	
  hallazgo	
  de	
  los	
  modelos	
  knockout.	
  En	
  los	
  dos	
  capítulos	
  ante-­‐
riores	
  hemos	
  utilizado	
  como	
  modelo	
  líneas	
  inmortalizadas	
  de	
  fibroblastos	
  embrionarios
ko para	
  Sos1	
  y	
  Sos2.	
  La	
  caracterización	
  del	
  fenotipo	
  de	
  estas	
  líneas	
  nos	
  ha	
  proporcionado
información	
  sobre	
  el	
  papel	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  en	
  importantes	
  procesos	
  celulares,	
  sin	
  em-­‐
bargo,	
  en	
  algunos	
  casos	
  los	
  datos	
  son	
  contradictorios	
  y	
  difíciles	
  de	
  interpretar.	
  Teniendo
en	
  cuenta	
  que	
  el	
  proceso	
  de	
  inmortalización	
  fue	
  posterior	
  a	
  la	
  ausencia	
  de	
  dichas	
  proteínas
en	
  la	
  célula,	
  los	
  cambios	
  ocurridos	
  en	
  dicho	
  proceso	
  pueden	
  modificar	
  parte	
  del	
  fenotipo,
dificultando	
  la	
  distinción	
  entre	
  alteraciones	
  debidas	
  exclusivamente	
  a	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos
de	
  aquellas	
  producidas	
  por	
  mecanismos	
  de	
  compensación	
  secundarios.	
  Durante	
  los	
  últimos
años,	
  la	
  deleción	
  de	
  un	
  gen	
  mediante	
  estrategias	
  de	
  recombinación	
  genética,	
  o	
  el	
  silencia-­‐
miento	
  del	
  mismo	
  mediante	
  técnicas	
  de	
  RNA	
  de	
  interferencia	
  han	
  llegado	
  a	
  constituir	
  una
herramienta	
  prácticamente	
  indispensable	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  función	
  génica.	
  Por	
  estos	
  mo-­‐
tivos,	
  y	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  contrastar	
  y	
  confirmar	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  hasta	
  ahora,	
  de-­‐
cidimos	
  analizar	
  la	
  función	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  en	
  fibroblastos	
  inhibiendo	
  su	
  expresión
mediante	
  interferencia	
  estable	
  con	
  shRNA.	
  Esta	
  estrategia	
  nos	
  permite	
  estudiar	
  los	
  efectos
primarios	
  de	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2,	
  aunque	
  a	
  diferencia	
  de	
  las	
  líneas	
  ko,	
  la	
  inhibición
de	
  la	
  proteína	
  no	
  es	
  total.

3.1    Generación  de  clones  con  inhibición  estable:  shSos1 y  shSos2

La	
  generación	
  de	
  clones	
  con	
  silenciamiento	
  estable	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  fue	
  realizada	
  a	
  partir
de	
  las	
  líneas	
  MEFs	
  wt utilizadas	
  en	
  el	
  capítulo	
  anterior,	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  mantener	
  un
fondo	
  genético	
  homogéneo.	
  Para	
  la	
  inhibición	
  estable	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos
infectamos	
  cultivos	
  de	
  líneas	
  wt con	
  partículas	
  lentivirales	
  portadoras	
  de	
  construcciones
de	
  shRNA dirigidas	
  específicamente	
  contra	
  los	
  transcritos	
  de	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  loci.	
  Asi-­‐
mismo,	
  las	
  células	
  fueron	
  infectadas	
  con	
  la	
  construcción	
  de	
  shRNA	
  control	
  (non-­‐targeting
control),	
  que	
  contiene	
  una	
  secuencia	
  capaz	
  de	
  disparar	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  maquinaria	
  de	
  si-­‐
lenciamiento	
  celular	
  sin	
  afectar	
  a	
  los	
  niveles	
  de	
  ningún	
  transcrito	
  en	
  concreto,	
  lo	
  cual	
  per-­‐
mite	
  valorar	
  los	
  efectos	
  inespecíficos	
  de	
  esta	
  técnica.	
  Tras	
  la	
  infección,	
  se	
  generaron	
  clones
procedentes	
  de	
  una	
  sola	
  célula	
  (con	
  una	
  integración	
  única	
  de	
  la	
  construcción	
  shRNA	
  en	
  el
genoma	
  celular),	
  cuyo	
  grado	
  de	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  fue	
  evaluado	
  por	
  Western
blot.	
  Tras	
  comprobar	
  la	
  eficacia	
  de	
  estos	
  clones,	
  seleccionamos	
  los	
  dos	
  mejores	
  de	
  cada
construcción	
  (shSos1,	
  shSos2 y	
  shControl).	
  Por	
  último,	
  señalar	
  que	
  los	
  mejores	
  clones	
  en
el	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  proceden	
  de	
  líneas	
  wt diferentes,	
  por	
  lo	
  que	
  el	
  material
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de	
  trabajo	
  consistió	
  finalmente	
  en:	
  dos	
  clones	
  de	
  shSos1 y	
  shControl procedentes	
  de	
  una
línea	
  celular,	
  y	
  dos	
  clones	
  de	
  shSos2 y	
  shControl de	
  otra	
  línea	
  (todas	
  MEFs).

En	
  la	
  Figura  30 se	
  puede	
  comprobar	
  el	
  grado	
  de	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  respecto	
  a
los	
  niveles	
  de	
  mRNA	
  (Figura  30-­‐A)	
  y	
  a	
  la	
  cantidad	
  de	
  proteína	
  (Figura  30-­‐B),	
  en	
  las	
  líneas
shSos1 y	
  shSos2 comparado	
  con	
  los	
  clones	
  shControl.	
  Los	
  resultados	
  mostrados	
  en	
  este	
  ca-­‐
pítulo	
  generalmente	
  representan	
  una	
  media	
  de	
  los	
  dos	
  clones	
  knockdown distintos	
  (#1	
  y
#2)	
  para	
  cada	
  proteína	
  Sos,	
  salvo	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  los	
  reguladores	
  del	
  ciclo	
  celular	
  y	
  los	
  en-­‐
sayos	
  para	
  la	
  detección	
  del	
  ROS	
  intracelular	
  y	
  del	
  potencial	
  de	
  membrana	
  mitocondrial,
que	
  se	
  realizaron	
  con	
  el	
  clon	
  que	
  presentaba	
  mayor	
  silenciamiento	
  para	
  cada	
  proteína.
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Figura  30.  Silenciamiento  de  Sos1  y  Sos2  en  fibroblastos  embrionarios  mediante  interferencia  es-­‐
table  con  shRNA. (A) La	
  inhibición	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  a	
  nivel	
  de	
  mRNA	
  fue	
  analizada	
  mediante	
  PCR	
  cuantitativa.
Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  representan	
  el	
  nivel	
  de	
  mRNA	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 (izquierda)	
  y	
  shSos2
(derecha)	
  respecto	
  a	
  células	
  shControl	
  (considerado	
  valor	
  1).	
  (B) La	
  disminución	
  de	
  la	
  expresión	
  proteica	
  de
Sos1	
  y	
  Sos2	
  fue	
  comprobada	
  por	
  Western	
  blot	
  (paneles	
  superiores)	
  y	
  cuantificada	
  con	
  el	
  software	
  ImageJ	
  (grá-­‐
ficas	
  inferiores).	
  Se	
  analizaron	
  dos	
  clones	
  diferentes	
  de	
  shSos1 y	
  shSos2.



3.2    Confirmación  de  los  cambios  transcripcionales  observados  en  las  líneas  ko-­‐Sos1 y

ko-­‐Sos2

Una	
  vez	
  seleccionados	
  los	
  clones	
  con	
  mayor	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  quisimos	
  com-­‐
probar	
  si	
  los	
  cambios	
  de	
  expresión	
  observados	
  con	
  los	
  microarrays	
  se	
  reproducían	
  al	
  inhibir
la	
  expresión	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  mediante	
  RNA	
  de	
  interferencia.	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  las	
  dife-­‐
rencias	
  entre	
  ambos	
  modelos,	
  escogimos	
  un	
  grupo	
  de	
  genes	
  con	
  cambios	
  de	
  expresión
grandes,	
  pues	
  éstos	
  serían	
  detectados	
  más	
  fácilmente	
  si	
  son	
  una	
  consecuencia	
  directa	
  de
la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2.	
  Por	
  el	
  contrario,	
  si	
  esos	
  cambios	
  son	
  una	
  consecuencia	
  se-­‐
cundaria	
  de	
  la	
  inmortalización	
  de	
  los	
  MEFs	
  es	
  posible	
  que	
  no	
  se	
  confirmen.

Seleccionamos	
  8	
  genes	
  diferencialmente	
  expresados	
  en	
  cada	
  contraste	
  analizado	
  (ko-­‐Sos1
vs Control y	
  ko-­‐Sos2 vs Control).	
  La	
  expresión	
  de	
  dichos	
  genes	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2
se	
  analizó	
  mediante	
  PCR	
  cuantitativa	
  (Figura  31),	
  y	
  los	
  resultados	
  se	
  compararon	
  con	
  los
datos	
  obtenidos	
  para	
  los	
  mismos	
  genes,	
  también	
  por	
  PCR	
  cuantitativa,	
  en	
  fibroblastos	
  ko-­‐
Sos1 y	
  ko-­‐Sos2.	
  Los	
  resultados	
  confirmaron	
  la	
  represión	
  de	
  Igfbp6,	
  o	
  el	
  aumento	
  de	
  Foxf1a
y	
  Rps4y2 en	
  fibroblastos	
  deficientes	
  en	
  Sos1,	
  y	
  la	
  disminución	
  de	
  Crlf1 o	
  el	
  aumento	
  de
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Figura  31.  Confirmación  de  los  cambios  de  expresión  observados  en  líneas  ko-­‐Sos1 y  ko-­‐Sos2 en
clones  shSos1 y  shSos2. (A) El	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  genes	
  con	
  cambios	
  significativos	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1
y	
  ko-­‐Sos2 fue	
  comprobado	
  por	
  PCR	
  cuantitativa	
  en	
  muestras	
  procedentes	
  de	
  los	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus
respectivos	
  controles	
  shControl.	
  Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  representan	
  el	
  cambio	
  en	
  el	
  nivel	
  de	
  mRNA	
  (en	
  uni-­‐
dades	
  arbitrarias,	
  u.a.)	
  de	
  clones	
  shSos1 (izquierda)	
  o	
  shSos2 (derecha)	
  respecto	
  a	
  sus	
  clones	
  shControl (al	
  que
se	
  asignó	
  valor	
  1),	
  procedentes	
  de	
  2	
  experimentos	
  independientes.	
  (B) Las	
  tablas	
  inferiores	
  muestran	
  la	
  com-­‐
parativa	
  del	
  nivel	
  de	
  cambio	
  obtenido	
  para	
  cada	
  gen	
  mediante	
  PCR	
  cuantitativa,	
  en	
  ambos	
  modelos	
  celulares:
MEFs	
  ko y	
  clones	
  shRNA.	
  Se	
  puede	
  observar	
  que	
  los	
  cambios	
  de	
  expresión	
  de	
  algunos	
  genes	
  coinciden	
  en
ambos	
  modelos	
  (sombreado	
  gris),	
  mientras	
  que	
  otros	
  cambios	
  no	
  se	
  confirman.	
  (s.d:	
  sin	
  dato)



Glipr1 y	
  Ptprb,	
  entre	
  otros,	
  en	
  células	
  deficientes	
  en	
  Sos2.	
  Sin	
  embargo,	
  el	
  aumento	
  de
Pax3 o	
  la	
  disminución	
  de	
  Pitpnm1 y	
  Slco2a1 no	
  se	
  confirman	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  y	
  el	
  aumento
de	
  Ptk2 o	
  la	
  disminución	
  de	
  Mmp14 tampoco	
  se	
  validan	
  en	
  células	
  shSos2.	
  En	
  conjunto,
más	
  de	
  la	
  mitad	
  de	
  los	
  genes	
  examinados	
  se	
  confirman	
  en	
  ambos	
  modelos.

3.3    Efecto  del  silenciamiento  estable  de  Sos1  y  Sos2  en  la  activación  de  Ras  y  sus  rutas

efectoras  

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  anteriormente	
  en	
  la	
  señalización	
  mediada	
  por	
  Ras	
  utilizando	
  los
fibroblastos	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 fueron	
  en	
  cierto	
  modo,	
  inesperados,	
  pues	
  no	
  encontramos
diferencias	
  significativas	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  (aunque	
  se	
  observa	
  una	
  tendencia	
  a	
  menor
activación	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1),	
  pero	
  sí	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  sus	
  efectores.	
  Para	
  comprobar
estos	
  resultados	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2 realizamos	
  experimentos	
  de	
  estimulación
con	
  suero	
  a	
  distintos	
  tiempos,	
  similares	
  a	
  los	
  que	
  presentamos	
  en	
  el	
  capítulo	
  anterior.

3.3.1    Activación  de  Ras  en  clones  shSos1 y  shSos2

Para	
  poder	
  comparar	
  estos	
  resultados	
  con	
  los	
  datos	
  de	
  señalización	
  anteriores	
  decidimos
comenzar	
  los	
  experimentos	
  estimulando	
  nuevamente	
  con	
  FBS.	
  Para	
  ello,	
  cultivos	
  subcon-­‐
fluentes	
  de	
  los	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero
4	
  horas,	
  y	
  posteriormente	
  estimulados	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  5,	
  10	
  y	
  30	
  minutos.	
  Incluimos
el	
  tiempo	
  de	
  5	
  minutos	
  ante	
  la	
  posibilidad	
  de	
  que	
  existieran	
  diferencias	
  en	
  la	
  activación	
  de
Ras	
  a	
  tiempos	
  muy	
  cortos	
  que	
  no	
  pudimos	
  detectar	
  en	
  los	
  experimentos	
  anteriores.	
  Si	
  bien,
datos	
  previos	
  de	
  nuestro	
  grupo	
  mostraban	
  que	
  no	
  existen	
  diferencias	
  en	
  la	
  activación	
  de
Ras	
  tras	
  5	
  minutos	
  de	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 respecto	
  a	
  wt  (Qian	
  et	
  al.,
2000).

Como	
  detallamos	
  en	
  el	
  capítulo	
  anterior,	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  fue	
  determinada	
  mediante
ensayos	
  de	
  pull down y	
  posterior	
  cuantificación	
  de	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  y	
  Ras	
  total	
  por
Western	
  blot.	
  Los	
  datos	
  están	
  representados	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)
al	
  que	
  se	
  asignó	
  el	
  valor	
  1,	
  que	
  corresponde	
  a	
  la	
  condición	
  de	
  privación	
  de	
  suero.	
  A	
  dife-­‐
rencia	
  de	
  los	
  resultados	
  anteriores	
  (Figura  23-­‐A),	
  el	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1	
  con	
  shRNA	
  dis-­‐
minuye	
  significativamente	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  tras	
  10	
  y	
  30	
  minutos	
  de	
  estimulación	
  con
FBS,	
  mientras	
  que	
  el	
  silenciamiento	
  de	
  Sos2	
  en	
  las	
  mismas	
  condiciones	
  no	
  parece	
  afectar
a	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  de	
  forma	
  significativa	
  (Figura  32,  página	
  siguiente).	
  

3.3.2    Activación  de  ERK1/2  y  Akt  en  clones  shSos1 y  shSos2

A	
  continuación,	
  manteniendo	
  el	
  mismo	
  diseño	
  experimental,	
  analizamos	
  el	
  nivel	
  de	
  fosfo-­‐
rilación	
  de	
  ERK1/2	
  en	
  Tyr204	
  (Figura  33)	
  y	
  de	
  Akt	
  en	
  Ser473	
  (Figura  34)	
  en	
  las	
  líneas	
  shSos1,
shSos2 y	
  en	
  sus	
  respectivas	
  líneas	
  shControl.	
  Los	
  resultados	
  de	
  estos	
  experimentos	
  mos-­‐
traron	
  que	
  no	
  existen	
  cambios	
  significativos	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  en	
  los	
  clones	
  si-­‐
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lenciados	
  shSos1 o	
  shSos2 respecto	
  a	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  (Figura  33,  pág.	
  siguiente).
No	
  obstante,	
  en	
  los	
  clones	
  shSos2 la	
  tendencia	
  parece	
  inclinarse	
  hacia	
  un	
  ligero	
  aumento
de	
  la	
  fosforilación	
  (coincidiendo	
  con	
  los	
  datos	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2,	
  Figura  23-­‐C).

Por	
  otra	
  parte,	
  pudimos	
  comprobar	
  que	
  el	
  aumento	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  coincidía	
  con
los	
  datos	
  obtenidos	
  en	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1.	
  Sin	
  embargo,	
  esto	
  no	
  ocurría	
  en	
  los	
  clones
shSos2 cuyos	
  resultados	
  no	
  presentaban	
  diferencias	
  significativas	
  cuando	
  eran	
  comparados
con	
  sus	
  controles	
  (Figura  34,  pág.	
  98).	
  En	
  conjunto,	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  ambos	
  mo-­‐
delos	
  indican	
  que	
  la	
  ausencia	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos,	
  al	
  contrario	
  de	
  lo	
  que	
  cabría	
  esperar,
provoca	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  señalización	
  efectora	
  de	
  Ras,	
  especialmente	
  en	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
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Figura  32.  Activación  de  Ras  en  células  shSos1 y  shSos2. Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  fibroblastos	
  shSos1,
shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  shControl fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  4	
  horas	
  y	
  estimulados	
  después	
  con	
  20%
FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  (A) La	
  medida	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  se	
  realizó	
  mediante	
  ensayos	
  de	
  pull-­‐
down seguidos	
  de	
  Western	
  blot.	
  Se	
  muestra	
  un	
  experimento	
  representativo	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  en	
  células
shSos1 (izquierda)	
  y	
  shSos2 (derecha)	
  respecto	
  a	
  sus	
  controles.	
  (B) La	
  cantidad	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  en	
  cada	
  punto	
  de
tiempo	
  fue	
  normalizada	
  respecto	
  a	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
  total	
  presente	
  en	
  los	
  lisados	
  celulares.	
  Los	
  resultados	
  se
expresaron	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  valores
de	
  las	
  gráficas	
  corresponden	
  a	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  al	
  menos	
  3	
  experimentos	
  inde-­‐
pendientes.	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  la	
  comparación	
  con	
  shControl (t-­‐test).



3.3.3    Efecto  del  silenciamiento  de  Sos1  y  Sos2  sobre  la  fosforilación  de  GSK3β y  p70S6K

tras  la  estimulación  con  FBS,  PDGF  y  EGF

Continuando	
  en	
  la	
  línea	
  de	
  los	
  experimentos	
  realizados	
  en	
  el	
  capítulo	
  anterior,	
  y	
  teniendo
en	
  cuenta	
  la	
  coincidencia	
  de	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  hasta	
  el	
  momento	
  (el	
  aumento	
  de
p-­‐Akt	
  en	
  células	
  deficientes	
  en	
  Sos1,	
  y	
  el	
  posible	
  aumento	
  de	
  p-­‐ERK1/2	
  en	
  ausencia	
  de
Sos2),	
  decidimos	
  examinar	
  algunos	
  de	
  los	
  efectores	
  de	
  estas	
  quinasas.	
  En	
  concreto,	
  para
poder	
  comparar	
  con	
  los	
  resultados	
  previos,	
  examinamos	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β
en	
  Ser9	
  (p-­‐GSK3β)	
  y	
  de	
  p70S6K en	
  Thr421/Ser424	
  (p-­‐p70S6K-­‐S424).

Como	
  esperábamos,	
  los	
  clones	
  shSos1 presentaron	
  niveles	
  de	
  p-­‐GSK3β mayores	
  que	
  en
células	
  shControl,	
  incluso	
  en	
  condiciones	
  basales	
  (ausencia	
  de	
  suero),	
  mientras	
  que	
  el	
  nivel
de	
  fosforilación	
  en	
  p70S6K-­‐S424	
  no	
  presentó	
  ningún	
  cambio	
  (Figura  35-­‐A,	
  panel  izquierdo).
Adicionalmente,	
  de	
  acuerdo	
  con	
  los	
  datos	
  hallados	
  para	
  Akt	
  en	
  los	
  clones	
  shSos2,	
  el	
  nivel
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Figura  33.  Fosforilación  de  ERK1/2  en  células  shSos1 y  shSos2. Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  fibroblastos
shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  clones	
  shControl	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  4	
  horas	
  y	
  estimulados	
  des-­‐
pués	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados. (A)Western	
  blot	
  representativos	
  mostrando	
  el	
  nivel	
  de	
  fos-­‐
forilación	
  de	
  ERK1/2	
  en	
  clones	
  shSos1 (izquierda)	
  y	
  shSos2 (derecha)	
  respecto	
  a	
  sus	
  controles.	
  Los	
  Western
blot	
  se	
  realizaron	
  utilizando	
  anticuerpos	
  específicos	
  para	
  ERK1/2	
  total	
  y	
  ERK1/2	
  fosforilado	
  en	
  Tyr204.	
  (B) Cuan-­‐
tificación	
  del	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2.	
  La	
  cantidad	
  de	
  p-­‐ERK1/2	
  (Tyr204)	
  detectada	
  en	
  cada	
  punto	
  de
tiempo	
  fue	
  normalizada	
  respecto	
  a	
  la	
  cantidad	
  de	
  ERK1/2	
  total	
  presente	
  en	
  los	
  lisados	
  celulares.	
  Los	
  resultados
se	
  expresaron	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  va-­‐
lores	
  de	
  las	
  gráficas	
  corresponden	
  a	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  al	
  menos	
  3	
  experimentos
independientes.	
  No	
  se	
  encontraron	
  diferencias	
  significativas	
  en	
  ninguno	
  de	
  los	
  tiempos	
  estudiados	
  (t-­‐test).



de	
  p-­‐GSK3β no	
  presentó	
  cambios	
  respecto	
  a	
  células	
  shControl,	
  y	
  la	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K-­‐
S424	
  mostró	
  un	
  ligero	
  aumento	
  principalmente	
  a	
  30	
  minutos	
  (Figura  35-­‐A,  panel  derecho),
coincidiendo	
  con	
  los	
  resultados	
  anteriores	
  de	
  las	
  líneas	
  ko (Figuras  25  y  27).

El	
  FBS	
  es	
  una	
  combinación	
  compleja	
  de	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  hormonas,	
  citoquinas,
etc,	
  que	
  estimulan	
  diversos	
  receptores	
  y	
  desencadenan	
  la	
  activación	
  de	
  múltiples	
  rutas	
  de
señalización,	
  cuyo	
  efecto	
  neto	
  puede	
  ser	
  difícil	
  de	
  evaluar.	
  Por	
  este	
  motivo,	
  decidimos	
  es-­‐
timular	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  específicos,	
  y	
  analizar	
  la	
  fosforilación	
  de	
  los	
  efectores
de	
  Ras	
  estudiados	
  hasta	
  ahora.	
  La	
  estimulación	
  con	
  FBS	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  pero	
  no	
  en
shSos2,	
  mostró	
  cambios	
  significativos	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  PI3K/Akt,	
  por	
  lo	
  que	
  decidimos	
  realizar
estos	
  experimentos	
  en	
  dichos	
  clones.

Para	
  ello,	
  realizamos	
  experimentos	
  de	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  (50ng/ml)	
  y	
  PDGF	
  (50ng/ml)
durante	
  5,	
  10	
  y	
  30	
  minutos,	
  después	
  de	
  4	
  horas	
  privadas	
  de	
  suero	
  (Figura  36-­‐A  y  B).	
  Tras
la	
  estimulación	
  con	
  PDGF,	
  observamos	
  que	
  efectivamente,	
  existía	
  un	
  claro	
  aumento	
  de	
  la
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Figura  34.  Fosforilación  de  Akt  en  células  shSos1 y  shSos2. Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  fibroblastos
shSos1,	
  shSos2	
  y	
  sus	
  respectivos	
  clones	
  shControl	
  fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  4	
  horas	
  y	
  estimulados	
  des-­‐
pués	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados. (A)Western	
  blot	
  representativos	
  mostrando	
  el	
  nivel	
  de	
  fos-­‐
forilación	
  de	
  Akt	
  en	
  clones	
  shSos1 (izquierda)	
  y	
  shSos2 (derecha)	
  respecto	
  a	
  sus	
  respectivos	
  controles.	
  Los
Western	
  blot	
  se	
  realizaron	
  utilizando	
  anticuerpos	
  específicos	
  para	
  Akt	
  total	
  y	
  Akt	
  fosforilado	
  en	
  Ser473.	
  (B)
Cuantificación	
  del	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Akt.	
  La	
  cantidad	
  de	
  p-­‐Akt	
  (Ser473)	
  detectada	
  en	
  cada	
  punto	
  de
tiempo	
  fue	
  normalizada	
  respecto	
  a	
  la	
  cantidad	
  de	
  Akt	
  total	
  presente	
  en	
  los	
  lisados	
  celulares.	
  Los	
  resultados	
  se
expresaron	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  tiempo	
  0	
  (Basal)	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  arbitrariamente	
  el	
  valor	
  1.	
  Los	
  valores
de	
  las	
  gráficas	
  corresponden	
  a	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  al	
  menos	
  3	
  experimentos	
  inde-­‐
pendientes.	
  *,	
  p	
  <	
  0,05	
  en	
  la	
  comparación	
  con	
  shControl	
  (t-­‐test).



fosforilación	
  de	
  Akt,	
  GSK3β,	
  y	
  p70S6K-­‐Thr389	
  en	
  células	
  shSos1.	
  Sin	
  embargo,	
  no	
  detectamos
grandes	
  diferencias	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  y	
  p70S6K-­‐S424	
  en	
  estas	
  mismas	
  condiciones
(Figura  36-­‐A).	
  Asimismo,	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  de	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shControl resultó
en	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  similares	
  para	
  ERK1/2	
  y	
  p70S6K-­‐S424,	
  aunque	
  en	
  la	
  mayoría	
  de
los	
  casos	
  (para	
  ambos	
  factores	
  EGF	
  y	
  PDGF)	
  detectamos	
  un	
  ligero	
  aumento	
  de	
  p-­‐ERK1/2
en	
  células	
  shSos1 respecto	
  a	
  shControl (Figura  36-­‐B).	
  Curiosamente,	
  la	
  estimulación	
  con
EGF	
  en	
  este	
  tipo	
  celular	
  no	
  provocó	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  en	
  Ser473,	
  obteniéndose	
  niveles
de	
  p-­‐Akt	
  apenas	
  detectables.	
  A	
  pesar	
  de	
  ello,	
  encontramos	
  un	
  aumento	
  en	
  los	
  niveles	
  de
fosforilación	
  de	
  GSK3β	
  y	
  p70S6K-­‐Thr389	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  indicando	
  que	
  en	
  estas	
  células,
otras	
  quinasas	
  diferentes	
  a	
  Akt	
  deben	
  estar	
  fosforilando	
  estas	
  proteínas	
  tras	
  la	
  estimulación
con	
  EGF	
  (Figura  36-­‐B).	
  

Cabe	
  resaltar	
  además,	
  que	
  incluso	
  en	
  condiciones	
  basales	
  (sin	
  estimulación	
  con	
  factores
de	
  crecimiento),	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  proteínas	
  como	
  GSK3β	
  y	
  p70S6K-­‐Thr389	
  en	
  cé-­‐
lulas	
  shSos1,	
  alcanza	
  niveles	
  comparables	
  a	
  los	
  observados	
  en	
  células	
  shControl tras	
  ser
estimuladas	
  (Figura  36).	
  Esto	
  sugiere	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  Sos1	
  podría	
  generar	
  un	
  desequi-­‐
librio	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  estas	
  proteínas.	
  En	
  conjunto,	
  estos	
  datos	
  indican	
  que	
  la	
  ausencia
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Figura  35.  Fosforilación  de  los  efectores  GSK3β  y  p70S6K en  fibroblastos  shSos1 y  shSos2 tras  la  es-­‐
timulación  con  FBS.  Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  fibroblastos	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  clones	
  shControl
fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  4	
  horas	
  y	
  estimulados	
  después	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados.
(A)Western	
  blot	
  representativos	
  mostrando	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  GSK3β	
  (Ser9)	
  y	
  p70S6K (Thr421/Ser424)
tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  20%	
  FBS	
  en	
  clones	
  shSos1 (izquierda)	
  y	
  shSos2 (derecha)	
  respecto	
  a	
  sus	
  controles.	
  (B)
Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  corresponden	
  a	
  la	
  cantidad	
  de	
  proteína	
  fosforilada	
  (GSK3β	
  y	
  p70S6K)	
  normalizada	
  res-­‐
pecto	
  a	
  los	
  niveles	
  de	
  β-­‐tubulina	
  y	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.).	
  Se	
  representan	
  los	
  valores	
  obtenidos	
  en	
  un
experimento	
  representativo	
  (n=2	
  con	
  resultados	
  similares).



Resultados

de	
  Sos1,	
  pese	
  a	
  inducir	
  una	
  menor	
  activación	
  de	
  Ras,	
  resulta	
  en	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  fosfori-­‐
lación	
  de	
  muchos	
  de	
  sus	
  efectores,	
  tales	
  como	
  Akt,	
  GSK3β y	
  p70S6K-­‐T389,	
  e	
  incluso	
  leve-­‐
mente,	
   ERK1/2.	
   Este	
   último	
   dato	
   se	
   intuye	
   especialmente	
   en	
   los	
   experimentos	
   de
estimulación	
  con	
  los	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  EGF	
  y	
  PDGF,	
  que	
  generan	
  un	
  contexto	
  de
transducción	
  de	
  señales	
  más	
  limpio	
  y	
  definido	
  que	
  la	
  estimulación	
  con	
  suero.

3.4    Análisis  de  la  capacidad  proliferativa  en  clones  shSos1 y  shSos2

El	
  estudio	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  sus	
  efectores	
  realizado	
  en	
  las	
  líneas	
  deficientes	
  en	
  Sos1
de	
  ambos	
  modelos,	
  ha	
  mostrado	
  una	
  mayor	
  fosforilación	
  de	
  estas	
  proteínas	
  en	
  muchos
de	
  los	
  casos.	
  La	
  activación	
  de	
  dichas	
  proteínas	
  regula	
  positivamente	
  la	
  proliferación	
  celular,
y	
  sin	
  embargo,	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  con	
  las	
  líneas	
  ko	
  revelaron	
  un	
  menor	
  crecimiento
respecto	
  a	
  las	
  líneas	
  wt.	
  Con	
  el	
  propósito	
  de	
  resolver	
  esta	
  contradicción	
  utilizamos	
  este
modelo	
  de	
  inhibición	
  interferente	
  para	
  un	
  análisis	
  alternativo.

3.4.1    Efecto  del  silenciamiento  de  Sos1  y  Sos2  sobre  la  proliferación  en  cultivo

Los	
  datos	
  previos	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2mostraban	
  una	
  tasa	
  de	
  crecimiento	
  menor
en	
  comparación	
  con	
  sus	
  controles	
  wt (Figura  22,  pág	
  81).	
  Para	
  comprobar	
  si	
  estos	
  cambios
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Figura  36.  Fosforilación  de  Akt,  ERK1/2,  GSK3β  y  p70S6K en  fibroblastos  shSos1 y  shControl tras  la
estimulación  con  PDGF  y  EGF. Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  fibroblastos	
  shSos1 y	
  shControl fueron	
  privados
de	
  suero	
  durante	
  4	
  horas	
  y	
  estimulados	
  después	
  con	
  PDGF	
  (50ng/mL)	
  (A) y	
  EGF	
  (50ng/mL)	
  (B) durante	
  los
tiempos	
  indicados.	
  Se	
  muestran	
  los	
  Western	
  blot	
  representativos	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  (Ser473),
GSK3β	
  (Ser9),	
  ERK1/2	
  (Tyr204)	
  y	
  p70S6K (Ser421/Thr424	
  y	
  Thr389)	
  en	
  las	
  condiciones	
  descritas	
  (n=2	
  con	
  resul-­‐
tados	
  similares).
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se	
  repetían	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2,	
  realizamos	
  ensayos	
  de	
  proliferación	
  midiendo
la	
  incorporación	
  de	
  MTT.	
  Este	
  ensayo	
  permite	
  estimar	
  indirectamente	
  la	
  tasa	
  de	
  creci-­‐
miento	
  basándose	
  en	
  la	
  actividad	
  mitocondrial	
  de	
  las	
  células	
  que	
  están	
  proliferando.	
  Tras
el	
  análisis	
  de	
  los	
  resultados	
  comprobamos	
  una	
  clara	
  reducción	
  de	
  la	
  tasa	
  de	
  crecimiento
en	
  los	
  clones	
  shSos1 respecto	
  al	
  shControl (Figura  37,  gráfica  izquierda),	
  mientras	
  que	
  la
diferencia	
  proliferativa	
  entre	
  los	
  clones	
  shSos2 y	
  su	
  shControl fue	
  mucho	
  más	
  atenuada	
  (Fi-­‐
gura  37,  gráfica  derecha).

3.4.2    Expresión  de  las  ciclinas  tipo  D  en  clones  shSos1 y  shSos2

Uno	
  de	
  los	
  resultados	
  más	
  significativos	
  asociado	
  a	
  los	
  defectos	
  en	
  proliferación	
  fue	
  el	
  ha-­‐
llazgo	
  de	
  la	
  reducción	
  de	
  ciclinas	
  tipo	
  D	
  en	
  las	
  líneas	
  ko (Figura  28,	
  pág	
  89).	
  Las	
  rutas	
  de	
  se-­‐
ñalización	
  mediadas	
  por	
  Ras	
  estimulan	
  la	
  expresión	
  de	
  estas	
  proteínas	
  de	
  varias	
  formas;
por	
  un	
  lado,	
  ambas	
  rutas	
  Ras/ERK	
  y	
  PI3K/Akt	
  inducen	
  la	
  síntesis	
  de	
  mRNA	
  de	
  estas	
  ciclinas
mediante	
  la	
  regulación	
  de	
  diversos	
  factores	
  de	
  transcripción	
  (Aktas	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Lavoie	
  et
al.,	
  1996;	
  Schmidt	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Takuwa	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Por	
  otra	
  parte,	
  estas	
  rutas	
  inducen	
  la
inhibición	
  de	
  proteínas	
  encargadas	
  de	
  degradarlas	
  (Diehl	
  et	
  al.,	
  1998).

Para	
  comprobar	
  si	
  la	
  reducción	
  en	
  la	
  tasa	
  proliferativa	
  observada	
  en	
  el	
  ensayo	
  MTT	
  puede
asociarse	
  a	
  una	
  disminución	
  de	
  estas	
  ciclinas	
  (y	
  confirmar	
  así	
  los	
  resultados	
  anteriores),
decidimos	
  analizar	
  la	
  expresión	
  de	
  las	
  3	
  ciclinas	
  tipo	
  D	
  (Ccnd1,	
  Ccnd2	
  y	
  Ccnd3)	
  estudiando
su	
  nivel	
  de	
  mRNA	
  y	
  de	
  proteína.	
  Además,	
  si	
  las	
  ciclinas	
  D	
  estuvieran	
  reprimidas,	
  la	
  distinción
entre	
  defectos	
  en	
  la	
  transcripción	
  de	
  las	
  mismas	
  o	
  alteraciones	
  en	
  el	
  control	
  de	
  su	
  estabi-­‐
lidad	
  proteica,	
  nos	
  proporcionaría	
  pistas	
  interesantes	
  sobre	
  los	
  procesos	
  afectados.

Figura  37.  Medida  de  la  proliferación  celular  en  clones  shSos1 y  shSos2. La	
  medida	
  de	
  la	
  tasa	
  de	
  pro-­‐
liferación	
  se	
  realizó	
  mediante	
  el	
  ensayo	
  de	
  incorporación	
  de	
  MTT.	
  Se	
  sembraron	
  cantidades	
  diferentes	
  de	
  células
(para	
  que	
  no	
  alcanzasen	
  la	
  confluencia	
  durante	
  el	
  ensayo)	
  procedentes	
  de	
  2	
  clones	
  distintos	
  de	
  shSos1 y	
  shSos2,
además	
  de	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  shControl.	
  Los	
  valores	
  de	
  absorbancia	
  están	
  expresados	
  en	
  unidades	
  re-­‐
lativas	
  tomando	
  como	
  referencia	
  el	
  punto	
  inicial	
  del	
  experimento,	
  que	
  corresponde	
  a	
  la	
  absorbancia	
  obtenida
para	
  cada	
  clon	
  12	
  horas	
  después	
  de	
  la	
  siembra	
  (Basal).	
  Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  representan	
  la	
  media	
  ±	
  SD	
  de
la	
  absorbancia	
  relativa	
  de	
  cuadruplicados	
  para	
  cada	
  punto	
  temporal,	
  en	
  clones	
  shSos1 (izquierda)	
  y	
  shSos2 (de-­‐
recha).	
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La	
  expresión	
  de	
  los	
  mRNAs	
  de	
  Ccnd1,	
  Ccnd2,	
  y	
  Ccnd3	
  fue	
  determinada	
  por	
  PCR	
  cuantitativa
(Figura  38-­‐A).	
  Los	
  resultados	
  mostraron	
  una	
  disminución	
  de	
  más	
  del	
  50%	
  en	
  la	
  expresión
de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  y	
  de	
  Ccnd2	
  en	
  clones	
  shSos2.	
  Además,	
  observamos
una	
  represión	
  cercana	
  al	
  30%	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  Ccnd1	
  en	
  clones	
  shSos2 (Figura  38-­‐A).	
  

Por	
  el	
  contrario,	
  la	
  Ccnd3	
  no	
  presentó	
  cambios	
  en	
  ninguno	
  de	
  los	
  clones	
  analizados.	
  Los
niveles	
  proteicos	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2,	
  analizados	
  por	
  Western	
  blot,	
  presentaron	
  una	
  buena
correlación	
  con	
  los	
  datos	
  de	
  mRNA	
  (Figura  38-­‐B);	
  en	
  células	
  con	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1
observamos	
  un	
  descenso	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2,	
  mientras	
  que	
  el	
  silenciamiento	
  de	
  Sos2	
  afectó
principalmente	
  a	
  la	
  expresión	
  de	
  Ccnd2.

Figura  38.  Nivel  de  expresión  de  ciclinas  tipo  D  y  de  represores  de  la  Ccnd1  en  clones  shSos1 y
shSos2. (A) Determinación	
  del	
  mRNA	
  de	
  las	
  ciclinas	
  Ccnd1,	
  Ccnd2	
  y	
  Ccnd3	
  mediante	
  PCR	
  cuantitativa.	
  El	
  dia-­‐
grama	
  de	
  barras	
  representa	
  la	
  media	
  ±	
  SD	
  del	
  nivel	
  de	
  mRNA	
  en	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2 respecto	
  a	
  sus	
  respec-­‐
tivos	
  clones	
  shControl (considerado	
  valor	
  1,	
  línea	
  gris	
  discontinua)	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  y	
  procedentes	
  de	
  2
experimentos	
  independientes.	
  Los	
  datos	
  obtenidos	
  fueron	
  normalizados	
  respecto	
  a	
  la	
  expresión	
  de	
  Gapdh.
**,	
  p	
  <	
  0,01	
  respecto	
  a	
  shControl (t-­‐test).	
  (B) Expresión	
  proteica	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y
sus	
  respectivos	
  controles	
  analizada	
  por	
  Western	
  blot.	
  La	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  fue	
  utilizada	
  como	
  control	
  de
carga.	
  (C) Análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  represores	
  transcripcionales	
  de	
  Ccnd1:	
  Smar1,	
  Yy1	
  y	
  Hdac1	
  mediante
PCR	
  cuantitativa.	
  El	
  diagrama	
  de	
  barras	
  representa	
  el	
  nivel	
  de	
  mRNA	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  tomando	
  como
referencia	
  el	
  valor	
  en	
  shControl,	
  al	
  que	
  se	
  asignó	
  el	
  valor	
  1	
  (línea	
  gris	
  discontinua).	
  No	
  se	
  encontraron	
  diferencias
significativas	
  (t-­‐test)	
  .
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Adicionalmente,	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  investigar	
  posibles	
  mecanismos	
  implicados	
  en	
  la	
  dis-­‐
minución	
  de	
  la	
  transcripción	
  de	
  estas	
  ciclinas	
  (además	
  de	
  su	
  regulación	
  por	
  las	
  rutas	
  mito-­‐
génicas	
  Ras/ERK	
  y	
  PI3K/Akt),	
  encontramos	
  varias	
  proteínas	
  involucradas	
  en	
  la	
  represión	
  de
las	
  mismas.	
  Exploramos	
  el	
  perfil	
  de	
  expresión	
  diferencial	
  obtenido	
  con	
  los	
  microarrays	
  y
descubrimos	
  que	
  los	
  genes	
  Banp/Smar1 (Btg3-­‐associated	
  nuclear	
  protein),	
  Yy1 (Yin	
  Yang
1 transciption	
  factor)	
  y	
  Hdac1 (Histone	
  deacetylase	
  1)	
  aumentaban	
  moderadamente	
  su
expresión	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1.	
  Smar1	
  reprime	
  la	
  transcripción	
  de	
  Ccnd1	
  a	
  través	
  del	
  re-­‐
clutamiento	
  de	
  HDAC1	
  a	
  su	
  promotor	
  (Malonia	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Rampalli	
  et	
  al.,	
  2005).	
  De	
  forma
similar,	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Yy1	
  también	
  reprime	
  la	
  expresión	
  de	
  Ccnd1	
  mediante	
  su
interacción	
  con	
  HDAC1	
  (Cicatiello	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Malonia	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Por	
  tanto,	
  quisimos
confirmar	
  el	
  aumento	
  de	
  expresión	
  de	
  estos	
  genes	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2 analizando
los	
  niveles	
  de	
  mRNA	
  por	
  PCR	
  cuantitativa.	
  Al	
  comparar	
  la	
  expresión	
  de	
  estos	
  genes	
  en	
  cé-­‐
lulas	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles,	
  ninguno	
  de	
  ellos	
  mostró	
  cambios	
  signifi-­‐
cativos	
  (Figura  38-­‐C).

3.4.3    Análisis  del  ciclo  celular  en  clones  shSos1 y  shSos2

Hasta	
  el	
  momento,	
  hemos	
  comprobado	
  que	
  los	
  fibroblastos	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  (en	
  ambos
modelos)	
  presentan	
  un	
  retraso	
  proliferativo	
  y	
  una	
  disminución	
  de	
  las	
  ciclinas	
  tipo	
  D:	
  Ccnd1
y	
  Ccnd2.	
  En	
  los	
  fibroblastos	
  deficientes	
  en	
  Sos2	
  hemos	
  confirmado	
  la	
  reducción	
  de	
  Ccnd2,
pero	
  los	
  datos	
  de	
  proliferación	
  en	
  ambos	
  modelos	
  no	
  coinciden.	
  Dado	
  que	
  la	
  represión	
  de
estas	
  ciclinas	
  podría	
  provocar	
  alteraciones	
  en	
  la	
  progresión	
  G1-­‐S	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  decidimos
examinar	
  el	
  perfil	
  del	
  ciclo	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2.	
  Realizamos	
  los	
  experimentos	
  si-­‐
guiendo	
  el	
  mismo	
  protocolo	
  descrito	
  en	
  el	
  capítulo	
  anterior	
  y	
  en	
  Materiales	
  y	
  Métodos.
Efectivamente,	
  tras	
  el	
  análisis	
  de	
  los	
  datos	
  encontramos	
  una	
  acumulación	
  de	
  células	
  en	
  la
fase	
  G0/G1	
  (un	
  15%	
  aproximadamente)	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1.	
  Por	
  el	
  contrario,	
  y	
  en	
  con-­‐
cordancia	
  con	
  los	
  datos	
  de	
  proliferación,	
  los	
  clones	
  shSos2 presentaron	
  un	
  ciclo	
  celular	
  si-­‐
milar	
  al	
  del	
  shControl (Figura  39-­‐A).

La	
  disminución	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  podría	
  estar	
  provocando	
  una	
  reducción	
  en	
  la	
  actividad
de	
  los	
  complejos	
  Ciclina-­‐CDK,	
  y	
  por	
  tanto,	
  una	
  menor	
  fosforilación	
  de	
  RΒ.	
  Para	
  comprobarlo,
examinamos	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  la	
  misma	
  en	
  el	
  residuo	
  Ser780	
  (fosforilado	
  por	
  el
complejo	
  CDK4/6-­‐Ciclina	
  D).	
  Además,	
  en	
  este	
  contexto	
  analizamos	
  la	
  expresión	
  de	
  proteí-­‐
nas	
  clave	
  en	
  la	
  progresión	
  G1-­‐S,	
  tales	
  como	
  CcnE	
  y	
  Pcna	
  (Figura  39-­‐B).	
  Empleamos	
  el	
  mismo
diseño	
  que	
  en	
  los	
  experimentos	
  de	
  señalización	
  (estimulando	
  con	
  FBS	
  durante	
  5,	
  10	
  y	
  30
minutos),	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  facilitar	
  una	
  interpretación	
  conjunta.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos
mostraron	
  un	
  menor	
  grado	
  de	
  fosforilación	
  de	
  RB	
  (Ser780)	
  en	
  clones	
  shSos1;	
  en	
  el	
  Western
blot	
  de	
  p-­‐RB	
  en	
  células	
  shControl se	
  pueden	
  observar	
  dos	
  bandas	
  correspondientes	
  a	
  la
proteína	
  RB	
  hiperfosforilada	
  (por	
  la	
  actividad	
  quinasa	
  de	
  los	
  complejos	
  CDK4/6-­‐CcnD	
  y
CDK2-­‐CcnE).	
  Sin	
  embargo,	
  en	
  células	
  shSos1 observamos	
  una	
  única	
  banda,	
  indicando	
  un
menor	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  (Figura  39-­‐B).	
  Asimismo,	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  Pcna,	
  un



marcador	
  de	
  entrada	
  en	
  fase	
  S	
  (expresado	
  principalmente	
  en	
  la	
  fase	
  de	
  replicación	
  del
DNA)	
  (Moldovan	
  et	
  al.,	
  2007),	
  era	
  claramente	
  menor	
  en	
  clones	
  shSos1.	
  Por	
  último,	
  la	
  ex-­‐
presión	
  de	
  CcnE	
  también	
  parecía	
  estar	
  ligeramente	
  reducida	
  (Figura  39-­‐B).

Por	
  otra	
  parte,	
  el	
  estricto	
  control	
  del	
  ciclo	
  celular	
  y	
  concretamente	
  de	
  la	
  transición	
  G1-­‐S,
es	
  llevado	
  a	
  cabo	
  también	
  por	
  reguladores	
  negativos,	
  tales	
  como	
  los	
  inhibidores	
  CKIs	
  p21CIP1

y	
  p27KIP1 (Sherr	
  and	
  Roberts,	
  1999),	
  entre	
  otros.	
  Como	
  explicamos	
  en	
  la	
  introducción,	
  el
nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  estas	
  proteínas	
  está	
  controlado	
  por	
  varios	
  mecanismos,	
  entre	
  ellos,
la	
  señalización	
  a	
  través	
  de	
  las	
  vías	
  efectoras	
  Ras/ERK	
  y	
  PI3K/Akt	
  (Aktas	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Cheng
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Figura  39.  Estudio  del  ciclo  celular  y  reguladores  de  la  transición  G1-­‐S  en  ausencia  de  proteínas
Sos.  (A) El	
  perfil	
  del	
  ciclo	
  celular	
  de	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  shControl en	
  crecimiento
activo	
  fue	
  analizado	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  representan	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  del	
  porcentaje
de	
  células	
  presentes	
  en	
  cada	
  fase	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  Las	
  tablas	
  inferiores	
  muestran	
  los	
  porcentajes	
  medios	
  de	
  8
(shSos1)	
  y	
  5	
  (shSos2)	
  experimentos	
  independientes,	
  cada	
  uno	
  con	
  duplicados	
  técnicos.	
  (B) Cultivos	
  subcon-­‐
fluentes	
  de	
  fibroblastos	
  shSos1,	
  shSos2	
  y	
  sus	
  respectivos	
  shControl fueron	
  privados	
  de	
  suero	
  durante	
  4	
  horas
y	
  estimulados	
  después	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  El	
  panel	
  de	
  Western	
  blot	
  muestra	
  el	
  nivel
de	
  fosforilación	
  de	
  Rb	
  (Ser780)	
  y	
  la	
  expresión	
  de	
  ciclina	
  E	
  (CcnE),	
  Pcna,	
  y	
  Sos1	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  20%	
  FBS
en	
  clones	
  shSos1	
  y	
  shControl.
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et	
  al.,	
  1998;	
  Mirza	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  el	
  estado	
  de	
  activación	
  de	
  estas	
  rutas
en	
  nuestro	
  modelo,	
  decidimos	
  comprobar	
  si	
  existían	
  alteraciones	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  p21CIP1

y	
  p27KIP1 que	
  pudieran	
  contribuir	
  al	
  fenotipo	
  de	
  retraso	
  proliferativo.	
  Para	
  ello,	
  analizamos
la	
  expresión	
  de	
  estos	
  inhibidores	
  en	
  células	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  me-­‐
diante	
  Western	
  blot.	
  Los	
  resultados	
  demostraron	
  que,	
  al	
  menos	
  en	
  condiciones	
  de	
  creci-­‐
miento	
  activo,	
  los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  p21CIP1 son	
  similares	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2
comparado	
  con	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  (Figura  40).	
  Sin	
  embargo,	
  los	
  niveles	
  de	
  	
  p27KIP1

disminuyen	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1,	
  y	
  aumentan	
  en	
  células	
  shSos2 respecto	
  a	
  sus	
  controles
shControl	
  (Figura  40).

3.5    Muerte  celular  y  estrés  oxidativo  en  células  silenciadas  para  Sos1  o  Sos2  

Como	
  comentamos	
  en	
  la	
  sección	
  2.4.	
  del	
  capítulo	
  2,	
  son	
  varios	
  los	
  argumentos	
  que	
  justi-­‐
fican	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  muerte	
  celular	
  en	
  fibroblastos	
  deficientes	
  en	
  las	
  proteínas	
  Sos.	
  Por
ejemplo,	
  la	
  implicación	
  de	
  las	
  rutas	
  mediadas	
  por	
  Ras	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  supervivencia
y	
  la	
  muerte	
  celular,	
  así	
  como	
  los	
  resultados	
  del	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  microarrays	
  (genes
alterados	
  con	
  funciones	
  asociadas	
  a	
  la	
  muerte	
  celular	
  y	
  la	
  respuesta	
  a	
  estrés).	
  En	
  el	
  capítulo
anterior	
  analizamos	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  el	
  agente	
  oxidante	
  tBHP,
con	
  el	
  fin	
  de	
  averiguar	
  si	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  alteraba	
  esta	
  respuesta.	
  Para	
  corroborar
los	
  resultados	
  obtenidos,	
  realizamos	
  los	
  mismos	
  experimentos	
  en	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2.

3.5.1    Estudio  de  la  muerte  inducida  por  tBHP  en  clones  shSos1 y  shSos2

Según	
  los	
  datos	
  obtenidos,	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 presentaron	
  un	
  aumento	
  estadísticamente
significativo	
  en	
  la	
  supervivencia	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  en	
  comparación	
  con	
  las	
  líneas
wt y	
  ko-­‐Sos2 (Figura  29).	
  Para	
  verificar	
  este	
  resultado,	
  evaluamos	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  (por
incorporación	
  de	
  7-­‐AAD)	
  en	
  las	
  mismas	
  condiciones.	
  Para	
  ello,	
  cultivos	
  subconfluentes	
  de
los	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  clones	
  shControl,	
  fueron	
  tratados	
  con	
  tBHP
50μM	
  (para	
  shSos1 y	
  su	
  control)	
  y	
  300μM	
  (para	
  shSos2 y	
  su	
  control)	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras
las	
  cuales	
  el	
  tratamiento	
  fue	
  retirado	
  y	
  sustituido	
  por	
  medio	
  de	
  cultivo	
  fresco.	
  Después	
  de
20-­‐22	
  horas,	
  las	
  células	
  tratadas	
  y	
  los	
  controles	
  sin	
  tratar	
  se	
  marcaron	
  con	
  7-­‐AAD	
  y	
  Anexina

Figura  40.    Expresión  de  los  inhibidores  de  CDKs
p21CIP1 y  p27KIP1 en  clones  shSos1 y  shSos2. Deter-­‐
minación	
  de	
  los	
  niveles	
  proteicos	
  de	
  p21CIP1 y	
  p27KIP1 me-­‐
diante	
  Western	
   blot,	
   en	
   clones	
   shSos1,	
   shSos2 y	
   sus
respectivos	
  controles	
  en	
  crecimiento	
  activo.	
  La	
  expresión
de	
  β-­‐tubulina	
  fue	
  utilizada	
  como	
  control	
  de	
  carga.	
  



V-­‐APC	
  y	
  se	
  analizaron	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  fueron	
  opuestos	
  a
los	
  anteriores,	
  pues	
  los	
  cultivos	
  de	
  fibroblastos	
  shSos1 presentaron	
  porcentajes	
  de	
  células
vivas	
  significativamente	
  inferiores	
  a	
  los	
  de	
  shControl (Figura  41-­‐A).	
  Los	
  clones	
  shSos2 exhi-­‐
bieron	
  también	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  sensibilidad	
  al	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  respecto	
  a	
  sus	
  con-­‐
troles	
  (menor	
  porcentaje	
  de	
  células	
  vivas	
  tras	
  el	
  tratamiento),	
  si	
  bien	
  este	
  aumento	
  no	
  es
estadísticamente	
  significativo	
  pese	
  a	
  que	
  todas	
  las	
  réplicas	
  ofrecieron	
  el	
  mismo	
  resultado
(Figura  42,  pág.	
  108).	
  

En	
  cuanto	
  a	
  los	
  datos	
  del	
  marcaje	
  con	
  Anexina	
  V,	
  no	
  encontramos	
  diferencias	
  significativas
en	
  ninguno	
  de	
  los	
  casos,	
  aunque	
  se	
  aprecia	
  un	
  ligero	
  aumento	
  en	
  el	
  porcentaje	
  de	
  células
positivas	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2	
  respecto	
  a	
  sus	
  controles	
  (Figura  41  y  42).	
  Como	
  ex-­‐
plicamos	
  en	
  el	
  capítulo	
  anterior,	
  los	
  resultados	
  del	
  marcaje	
  con	
  Anexina	
  V	
  tras	
  20	
  horas
pueden	
  resultar	
  controvertidos	
  (pág.	
  90-­‐91).	
  Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  aportar	
  luz	
  a	
  estos	
  inte-­‐
rrogantes	
  realizamos	
  varias	
  pruebas,	
  para	
  las	
  cuales	
  seleccionamos	
  los	
  clones	
  shSos1 (y	
  su
control)	
  por	
  su	
  mayor	
  susceptibilidad	
  al	
  tratamiento	
  con	
  tBHP:	
  

-­‐	
  Analizamos	
  el	
  contenido	
  en	
  DNA	
  (mediante	
  el	
  marcaje	
  con	
  IP)	
  de	
  los	
  cultivos	
  shSos1 y
shControl tratados	
  con	
  tBHP	
  50μM	
  en	
  las	
  mismas	
  condiciones	
  anteriores	
  para	
  detectar	
  cé-­‐
lulas	
  con	
  fragmentación	
  del	
  DNA,	
  un	
  evento	
  característico	
  del	
  proceso	
  apoptótico.	
  Los	
  his-­‐
togramas	
  obtenidos	
  no	
  mostraron	
  ningún	
  pico	
  de	
  fluorescencia	
  por	
  debajo	
  de	
  la	
  fase	
  G0/G1
del	
  ciclo	
  celular,	
  indicando	
  que	
  no	
  existía	
  fragmentación	
  típica	
  de	
  la	
  apoptosis.	
  Además,	
  el
tratamiento	
  con	
  tBHP	
  resultó	
  en	
  una	
  parada	
  del	
  ciclo	
  fundamentalmente	
  en	
  fase	
  S	
  (Figura
41-­‐B).

-­‐	
  Por	
  otro	
  lado,	
  estudiamos	
  el	
  efecto	
  del	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  a	
  tiempos	
  más	
  cortos,	
  con
el	
  objetivo	
  de	
  encontrar	
  activación	
  de	
  caspasas	
  en	
  alguno	
  de	
  los	
  tiempos	
  ensayados	
  (Figura
41-­‐C).	
  Para	
  ello,	
  tratamos	
  las	
  células	
  shSos1 y	
  shControl con	
  tBHP	
  50μM	
  durante	
  2	
  horas,
y	
  transcurrido	
  este	
  tiempo,	
  tomamos	
  muestras	
  al	
  terminar	
  el	
  tratamiento	
  (2	
  horas),	
  y	
  4,	
  6,
y	
  10	
  horas	
  desde	
  el	
  inicio	
  del	
  tratamiento.	
  Posteriormente,	
  se	
  determinó	
  la	
  cantidad	
  de
caspasa	
  3	
  activa	
  mediante	
  Western	
  blot.	
  Los	
  resultados	
  demostraron	
  que	
  no	
  existía	
  caspasa
3	
  activa	
  en	
  ninguno	
  de	
  los	
  tiempos	
  y	
  en	
  ninguna	
  de	
  las	
  líneas	
  celulares	
  (Figura  41-­‐C).

-­‐	
  Por	
  último,	
  examinamos	
  el	
  porcentaje	
  de	
  células	
  marcadas	
  con	
  Anexina	
  V-­‐APC	
  y	
  7-­‐AAD
en	
  clones	
  shSos1,	
  4	
  horas	
  después	
  del	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  50μM	
  (2	
  horas	
  de	
  tratamiento
+	
  4	
  horas).	
  El	
  porcentaje	
  de	
  células	
  marcadas	
  con	
  7-­‐ADD	
  fue	
  relevante	
  4	
  horas	
  después	
  del
tratamiento,	
  mientras	
  que	
  un	
  porcentaje	
  mínimo	
  de	
  células	
  se	
  marcaron	
  sólo	
  con	
  Anexina
V	
  (Figura  41-­‐D).	
  Este	
  resultado	
  sugiere	
  que	
  las	
  células	
  marcadas	
  con	
  7-­‐AAD	
  tras	
  4	
  horas	
  de
tratamiento	
  no	
  proceden	
  de	
  un	
  proceso	
  apoptótico.

En	
  conjunto,	
  todos	
  estos	
  resultados	
  apuntan	
  a	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  en	
  estas	
  líneas
celulares	
  induce	
  una	
  muerte	
  celular	
  distinta	
  a	
  la	
  apoptosis	
  dependiente	
  de	
  caspasas,	
  que
puede	
  tratarse	
  de	
  muerte	
  por	
  necrosis,	
  al	
  menos	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  la	
  población	
  (sin	
  des-­‐
cartar	
  la	
  existencia	
  de	
  una	
  pequeña	
  proporción	
  de	
  apoptosis).
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Figura  41.    Muerte  celular  inducida  por  tBHP  en  clones  shSos1. (A) Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  clones
shSos1 y	
  shControl fueron	
  tratados	
  con	
  tBHP	
  50μM	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales	
  se	
  reemplazó	
  el	
  tratamiento
por	
  medio	
  fresco.	
  20-­‐22	
  horas	
  después	
  las	
  células	
  fueron	
  marcadas	
  con	
  anexina	
  V-­‐APC	
  +	
  7-­‐AAD	
  y	
  analizadas
por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  representan	
  la	
  cuantificación	
  del	
  porcentaje	
  de	
  viabilidad	
  ce-­‐
lular	
  correspondiente	
  a	
  las	
  células	
  negativas	
  para	
  ambos	
  marcadores	
  (diagrama	
  de	
  barras	
  superior),	
  y	
  del	
  por-­‐
centaje	
  de	
  células	
  positivas	
  sólo	
  para	
  AnexV	
  (diagrama	
  de	
  barras	
  superior),	
  y	
  del	
  porcentaje	
  de	
  células	
  positivas
sólo	
  para	
  Anexina	
  V-­‐APC	
  (diagrama	
  de	
  barras	
  inferior).	
  Ambas	
  gráficas	
  representan	
  la	
  media	
  ±	
  SEM	
  de	
  5	
  expe-­‐
rimentos	
  independientes,	
  cada	
  uno	
  con	
  duplicados	
  técnicos.	
  **,	
  p	
  <	
  0,01	
  respecto	
  al	
  shControl (t-­‐test).	
  El	
  panel
de	
  la	
  derecha	
  contiene	
  los	
  dotplots	
  representativos	
  de	
  las	
  poblaciones	
  celulares	
  de	
  shSos1	
  y	
  shControl	
  marcadas
con	
  Anexina	
  V-­‐APC	
  (eje	
  X)	
  y	
  7-­‐AAD	
  (eje	
  Y),	
  tanto	
  de	
  muestras	
  sin	
  tratar	
  (Basal)	
  como	
  tratadas	
  con	
  tBHP.	
  (B)
Análisis	
  del	
  contenido	
  de	
  DNA	
  (mediante	
  marcaje	
  con	
  IP)	
  en	
  clones	
  shControl,	
  sin	
  tratar	
  y	
  tratados	
  con	
  tBHP
en	
  las	
  mismas	
  condiciones	
  que	
  (A).	
  La	
  fragmentación	
  del	
  DNA	
  debería	
  observarse	
  por	
  debajo	
  del	
  pico	
  de	
  G1
(primer	
  pico).	
  (C) Análisis	
  del	
  procesamiento	
  de	
  caspasa	
  3	
  (activa)	
  en	
  clones	
  shControl y	
  shSos1mediante	
  Wes-­‐
tern	
  blot.	
  Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  cada	
  línea	
  fueron	
  tratados	
  con	
  tBHP	
  50μM	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales
se	
  reemplazó	
  el	
  tratamiento	
  por	
  medio	
  fresco.	
  Se	
  recogieron	
  las	
  células	
  transcurridas	
  2,	
  4,	
  6,	
  y	
  10	
  horas	
  desde
inicio	
  del	
  tratamiento.	
  Se	
  añadió	
  una	
  muestra	
  con	
  caspasa	
  3	
  activa	
  como	
  control	
  positivo	
  (Ctr	
  +).	
  (D) Dotplots
de	
  poblaciones	
  celulares	
  marcadas	
  con	
  Anexina	
  V-­‐APC	
  (eje	
  X)	
  y	
  7-­‐AAD	
  (eje	
  Y)	
  de	
  clones	
  shSos1 sin	
  tratar	
  (Basal)
y	
  tratados	
  con	
  tBHP	
  50	
  μM	
  durante	
  2	
  horas,	
  recogidas	
  4	
  horas	
  después	
  del	
  tratamiento	
  y	
  analizadas	
  por	
  cito-­‐
metría	
  de	
  flujo.	
  



3.5.2    Análisis  del  potencial  de  membrana  mitocondrial  y  del  nivel  de  ROS  intracelular

en  condiciones  basales  y  de  estrés  oxidativo

Los	
  resultados	
  de	
  viabilidad	
  celular	
  obtenidos	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  sugieren	
  que
la	
  respuesta	
  al	
  estrés	
  oxidativo	
  está	
  alterada	
  en	
  células	
  shSos1 y	
  shSos2.	
  Este	
  defecto	
  puede
estar	
  asociado	
  a	
  alteraciones	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  muerte	
  celular,	
  a	
  una	
  deficiencia	
  en	
  la
neutralización	
  del	
  exceso	
  de	
  ROS	
  generado	
  por	
  el	
  tratamiento,	
  o	
  bien,	
  a	
  un	
  aumento	
  de	
  la
generación	
  del	
  ROS	
  intracelular	
  de	
  la	
  célula.	
  Para	
  profundizar	
  en	
  la	
  capacidad	
  de	
  respuesta
de	
  las	
  células	
  shSos1 y	
  shSos2 ante	
  el	
  estrés	
  oxidativo,	
  quisimos	
  determinar	
  los	
  niveles	
  de
ROS	
  intracelular	
  antes	
  y	
  después	
  del	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  en	
  estas	
  células.	
  Asimismo,
puesto	
  que	
  la	
  mitocondria	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  principales	
  orgánulos	
  implicados	
  en	
  la	
  regulación
de	
  este	
  tipo	
  de	
  estrés	
  y	
  de	
  la	
  muerte	
  celular,	
  decidimos	
  evaluar	
  el	
  potencial	
  de	
  membrana
mitocondrial	
  (ΔΨm)	
  en	
  las	
  mismas	
  condiciones.

Resultados

108

Figura  42.    Muerte  celular  inducida  por  tBHP  en  clones  shSos2. Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  clones
shSos2 y	
  shControl fueron	
  tratados	
  con	
  tBHP	
  300μM	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales	
  se	
  reemplazó	
  el	
  tratamiento
por	
  medio	
  fresco.	
  20-­‐22	
  horas	
  después	
  las	
  células	
  fueron	
  marcadas	
  con	
  anexina	
  V-­‐APC	
  y	
  7-­‐AAD,	
  y	
  analizadas
por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  representan	
  la	
  cuantificación	
  de	
  la	
  viabilidad	
  celular	
  (%)	
  co-­‐
rrespondiente	
  a	
  las	
  células	
  negativas	
  para	
  ambos	
  marcadores	
  (diagrama	
  de	
  barras	
  superior),	
  y	
  del	
  porcentaje
de	
  células	
  positivas	
  sólo	
  para	
  Anexina	
  V-­‐APC	
  (diagrama	
  de	
  barras	
  inferior).	
  Ambas	
  gráficas	
  representan	
  la	
  media
±	
  SEM	
  de	
  5	
  experimentos	
  independientes,	
  cada	
  uno	
  con	
  duplicados	
  técnicos.	
  El	
  panel	
  de	
  la	
  izquierda	
  contiene
los	
  dotplots	
  representativos	
  de	
  las	
  poblaciones	
  celulares	
  de	
  shSos2 y	
  shControl marcadas	
  con	
  Anexina	
  V-­‐APC
(eje	
  X)	
  y	
  7-­‐AAD	
  (eje	
  Y),	
  procedentes	
  de	
  muestras	
  sin	
  tratar	
  (Basal)	
  y	
  tratadas	
  con	
  tBHP.	
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Para	
  analizar	
  estos	
  parámetros,	
  empleamos	
  cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  clones	
  shSos1,
shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles,	
  en	
  condiciones	
  normales	
  (Basal)	
  y	
  tras	
  el	
  tratamiento
con	
  tBHP	
  durante	
  4	
  horas.	
  Las	
  células	
  se	
  marcaron	
  con	
  DiOC6 para	
  determinar	
  el	
  ΔΨm,	
  y
DHE	
  para	
  detectar	
  los	
  niveles	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  (preferencialmente	
  el	
  anión	
  superóxido).
La	
  intensidad	
  de	
  fluorescencia	
  de	
  los	
  distintos	
  marcadores	
  fue	
  analizada	
  por	
  citometría	
  de
flujo	
  (Figura  43,	
  pág.	
  siguiente).

Resultados	
  con	
  DiOC6 (determinación	
  del	
  potencial	
  de	
  membrana	
  mitocondrial):	
  

En	
  condiciones	
  basales,	
  las	
  células	
  shSos1 mostraron	
  un	
  aumento	
  significativo	
  del	
  ΔΨm
respecto	
  a	
  células	
  shControl.	
  En	
  cambio,	
  los	
  clones	
  shSos2 no	
  presentaron	
  esta	
  hiperpola-­‐
rización	
  de	
  la	
  membrana	
  en	
  ausencia	
  de	
  estímulos	
  oxidantes	
  (Figura  43-­‐B).	
  

En	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo	
  (tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP),	
  se	
  produjo	
  una	
  pérdida
del	
  ΔΨm	
  en	
  todos	
  los	
  clones	
  analizados;	
  las	
  células	
  shSos1 y	
  shSos2mostraron	
  una	
  reduc-­‐
ción	
  del	
  ΔΨm	
  equivalente	
  a	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  (Figura  43-­‐B).	
  

Resultados	
  con	
  DHE (fluorescencia	
  procedente	
  del	
  DHE	
  oxidado	
  por	
  el	
  ROS	
  intracelular):

Sorprendentemente,	
  en	
  condiciones	
  basales	
  observamos	
  un	
  aumento	
  significativo	
  del	
  nivel
de	
  ROS	
  en	
  fibroblastos	
  shSos1 (Figura  43-­‐C),	
  sugiriendo	
  que	
  en	
  estas	
  células	
  puede	
  existir
un	
  defecto	
  en	
  la	
  detoxificación	
  del	
  ROS	
  procedente	
  del	
  metabolismo	
  celular.	
  Por	
  el	
  contra-­‐
rio,	
  no	
  encontramos	
  diferencias	
  en	
  el	
  nivel	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  en	
  clones	
  shSos2 y	
  shControl.	
  

En	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo,	
  los	
  datos	
  del	
  marcaje	
  con	
  DHE	
  demostraron	
  que	
  tanto
las	
  células	
  shSos1 como	
  las	
  shSos2 alcanzan	
  niveles	
  de	
  ROS	
  superiores	
  a	
  sus	
  respectivos
controles	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  (Figura  43-­‐C).

En	
  conjunto,	
  estos	
  experimentos	
  han	
  puesto	
  de	
  manifiesto	
  una	
  alteración	
  en	
  la	
  respuesta
al	
  estrés	
  oxidativo	
  de	
  las	
  células	
  shSos1 y	
  shSos2,	
  puesto	
  que	
  no	
  son	
  capaces	
  de	
  neutralizar
el	
  aumento	
  de	
  ROS	
  (provocado	
  por	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP)	
  con	
  la	
  misma	
  eficiencia	
  que
sus	
  respectivos	
  controles.	
  Pero	
  más	
  significativo	
  aún,	
  es	
  el	
  hecho	
  de	
  que	
  en	
  células	
  shSos1
exista	
  un	
  incremento	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  en	
  ausencia	
  de	
  estímulos	
  oxidantes
(en	
  comparación	
  con	
  sus	
  controles),	
  sugiriendo	
  que	
  en	
  estas	
  células	
  existe	
  un	
  incremento
en	
  la	
  generación	
  de	
  ROS	
  intracelular,	
  o	
  un	
  defecto	
  en	
  la	
  detoxificación	
  del	
  ROS	
  procedente
del	
  propio	
  metabolismo	
  celular	
  (Figura  42).

3.5.3    Expresión  de  Sod2  en  clones  con  silenciamiento  de  Sos1  y  Sos2

A	
  la	
  vista	
  de	
  los	
  experimentos	
  anteriores,	
  nos	
  planteamos	
  la	
  posibilidad	
  de	
  que	
  estas	
  alte-­‐
raciones	
  en	
  el	
  estado	
  redox	
  celular	
  tuvieran	
  su	
  origen	
  en	
  un	
  sistema	
  antioxidante	
  defec-­‐
tuoso	
  o	
  insuficiente.	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  el	
  DHE	
  detecta	
  preferencialmente	
  el	
  anión
superóxido	
  (Bindokas	
  et	
  al.,	
  1996),	
  y	
  que	
  la	
  mitocondria	
  es	
  una	
  de	
  las	
  principales	
  fuentes
de	
  generación	
  de	
  éste	
  y	
  otras	
  especies	
  de	
  ROS	
  en	
  la	
  célula,	
  decidimos	
  estudiar	
  la	
  expresión
de	
  una	
  enzima	
  antioxidante	
  con	
  función	
  en	
  la	
  mitocondria,	
  como	
  la	
  enzima	
  Sod2	
  (Supero-­‐
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xide	
  dismutase	
  2)	
  (Balaban	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Cabe	
  señalar	
  además,	
  como	
  se	
  muestra	
  en	
  la Fi-­‐
gura  31 (pág.	
  94),	
  que	
  éste	
  fue	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  analizados	
  para	
  comprobar	
  los	
  cambios
de	
  expresión	
  obtenidos	
  en	
  los	
  microarrays,	
  cuya	
  disminución	
  fue	
  confirmada	
  en	
  los	
  clones
shSos2.	
  Asimismo,	
  estudios	
  de	
  expresión	
  con	
  microarrays	
  realizados	
  en	
  nuestro	
  laboratorio
utilizando	
  fibroblastos	
  NIH3T3	
  con	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1,	
  mostraron	
  una	
  reducción	
  en	
  la
expresión	
  de	
  esta	
  proteína	
  (datos	
  no	
  mostrados).

La	
  familia	
  de	
  proteínas	
  Sod	
  (Superoxide	
  dismutases)	
  desempeñan	
  una	
  importante	
  función
en	
  la	
  defensa	
  contra	
  los	
  efectos	
  tóxicos	
  del	
  ROS	
  generado	
  por	
  el	
  metabolismo	
  celular.	
  Estas
enzimas	
  catalizan	
  la	
  conversión	
  del	
  radical	
  superóxido	
  (O2-­‐)	
  en	
  peróxido	
  de	
  hidrógeno
(H2O2),	
  cuya	
  transformación	
  posterior	
  en	
  las	
  moléculas	
  inocuas	
  O2 y	
  H2O	
  es	
  catalizada	
  por
la	
  enzima	
  catalasa,	
  entre	
  otras	
  (Miao	
  and	
  St	
  Clair,	
  2009).	
  La	
  respiración	
  mitocondrial	
  es	
  una
de	
  las	
  principales	
  fuentes	
  de	
  radicales	
  superóxido,	
  y	
  la	
  isoforma	
  Sod2	
  localizada	
  específi-­‐
camente	
  en	
  la	
  mitocondria	
  constituye	
  la	
  primera	
  línea	
  de	
  defensa	
  ante	
  la	
  generación	
  de
ROS	
  en	
  este	
  orgánulo	
  (Balaban	
  et	
  al.,	
  2005).	
  El	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  genera	
  estrés	
  oxida-­‐
tivo,	
  por	
  lo	
  que	
  posibles	
  alteraciones	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  Sod2	
  podrían	
  explicar	
  la	
  suscepti-­‐
bilidad	
  al	
  tratamiento	
  con	
  tBHP	
  y	
  el	
  aumento	
  del	
  ROS	
  intracelular	
  y	
  del	
  ΔΨm	
  observados
en	
  clones	
  shSos1 en	
  condiciones	
  basales.

Para	
  comprobar	
  esta	
  hipótesis,	
  analizamos	
  el	
  nivel	
  de	
  expresión	
  del	
  mRNA	
  de	
  Sod2	
  me-­‐
diante	
  PCR	
  cuantitativa,	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  clones	
  shControl.	
  Los
resultados	
  demostraron	
  una	
  reducción	
  del	
  40%	
  del	
  mRNA	
  de	
  Sod2	
  en	
  células	
  shSos1,	
  y	
  del
15%	
  en	
  células	
  shSos2,	
  ambos	
  estadísticamente	
  significativos	
  (Figura  44-­‐A).	
  A	
  continuación,
para	
  verificar	
  los	
  cambios	
  a	
  nivel	
  transcripcional,	
  examinamos	
  los	
  niveles	
  proteicos	
  de	
  Sod2
mediante	
  Western	
  blot.	
  Los	
  resultados	
  sin	
  embargo,	
  mostraron	
  una	
  leve	
  disminución	
  de
Sod2	
  en	
  los	
  fibroblastos	
  shSos1,	
  mientras	
  que	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  células	
  shSos2 observamos	
  in-­‐
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Figura  43.  Determinación  del  potencial  de  membrana  mitocondrial  (ΔΨm)  y  el  nivel  de  ROS  in-­‐
tracelular  en  clones  shSos1 y  shSos2 en  condiciones  basales  y  de  estrés  oxidativo. Cultivos	
  subcon-­‐
fluentes	
  de	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  fueron	
  tratados	
  con	
  tBHP	
  (50μM	
  para	
  shSos1 y
300μM	
  para	
  shSos2)	
  durante	
  2	
  horas,	
  tras	
  las	
  cuales	
  el	
  tratamiento	
  fue	
  sustituido	
  por	
  medio	
  fresco;	
  2	
  horas
después,	
  tanto	
  los	
  cultivos	
  sin	
  tratar	
  como	
  los	
  tratados	
  con	
  tBHP,	
  se	
  marcaron	
  durante	
  40	
  minutos	
  a	
  37oC	
  con
20	
  nM	
  de	
  DiOC6(3)	
  (3,3´-­‐dihexyloxacarbocyanine	
  iodide)	
  para	
  evaluar	
  el	
  potencial	
  de	
  membrana	
  mitocondrial
(ΔΨm)	
  y	
  2μM	
  DHE	
  (dihydroethidium)	
  para	
  detectar	
  el	
  nivel	
  de	
  ROS	
  intracelular.	
  La	
  fluorescencia	
  de	
  ambos
marcadores	
  fue	
  analizada	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo.	
  (A) Dotplots	
  representativos	
  de	
  las	
  poblaciones	
  celulares	
  de
shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  marcadas	
  con	
  DiOC6(3)	
  (eje	
  X)	
  y	
  DHE	
  (eje	
  Y)	
  de	
  muestras	
  sin	
  tratar
(Basal)	
  y	
  tratadas	
  con	
  tBHP.	
  (B) Cuantificación	
  de	
  la	
  fluorescencia	
  media	
  de	
  DiOC6(3)	
  para	
  cada	
  muestra	
  en	
  (A),
tomando	
  como	
  referencia	
  la	
  señal	
  de	
  fluorescencia	
  obtenida	
  en	
  shControl (al	
  que	
  se	
  asignó	
  un	
  valor	
  arbitrario
de	
  100%).	
  Los	
  histogramas	
  representan	
  la	
  media	
  ±	
  SD	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  los	
  triplicados	
  de	
  1	
  ex-­‐
perimento	
  representativo.	
  Se	
  realizaron	
  3	
  experimentos	
  independientes	
  con	
  resultados	
  similares.	
  *,	
  p	
  <	
  0,05
respecto	
  a	
  shControl (t-­‐test).	
  **,	
  p	
  <	
  0,01	
  respecto	
  a	
  condición	
  Basal	
  (t-­‐test).	
  (C)Histogramas	
  de	
  la	
  fluorescencia
de	
  DHE	
  detectada	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  controles,	
  en	
  condiciones	
  basales	
  y	
  tratados	
  con	
  tBHP,	
  pro-­‐
cedentes	
  del	
  experimento	
  mostrado	
  en	
  (A).	
  Los	
  diagramas	
  de	
  barras	
  inferiores	
  representan	
  la	
  media	
  ±	
  SD	
  en
unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  de	
  la	
  fluorescencia	
  media	
  de	
  DHE	
  en	
  un	
  experimento	
  representativo	
  (experimento
realizado	
  con	
  triplicados).	
  Los	
  valores	
  del	
  shControl en	
  condiciones	
  basales	
  se	
  tomaron	
  como	
  referencia	
  (se	
  le
asignó	
  un	
  valor	
  arbitrario	
  de	
  100%).	
  Se	
  realizaron	
  3	
  experimentos	
  independientes	
  con	
  resultados	
  similares.	
  *,
p	
  <	
  0,05	
  respecto	
  a	
  shControl (t-­‐test).	
  **,	
  p	
  <	
  0,01	
  respecto	
  al	
  shControl (t-­‐test).



cluso	
  un	
  ligero	
  incremento	
  de	
  la	
  proteína	
  (Figura  44-­‐B).	
  Por	
  tanto,	
  la	
  correspondencia	
  entre
los	
  resultados	
  de	
  mRNA	
  y	
  proteína	
  se	
  confirma,	
  en	
  parte,	
  para	
  los	
  clones	
  shSos1 pero	
  no
para	
  los	
  clones	
  shSos2.

Finalmente,	
  como	
  comentamos	
  en	
  la	
  introducción,	
  NF-­‐kB	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  principales	
  factores
de	
  transcripción	
  de	
  Sod2.	
  Aunque	
  la	
  bajada	
  de	
  la	
  proteína	
  Sod2	
  sea	
  pequeña	
  y	
  la	
  signifi-­‐
cación	
  funcional	
  de	
  dicho	
  cambio	
  sea	
  cuestionable,	
  quisimos	
  comprobar	
  si	
  la	
  reducción
del	
  mRNA	
  de	
  Sod2	
  en	
  fibroblastos	
  shSos1 podía	
  relacionarse	
  con	
  una	
  menor	
  activación	
  de
NF-­‐kB.	
  La	
  activación	
  de	
  NF-­‐kB	
  requiere	
  la	
  fosforilación	
  y	
  consiguiente	
  degradación	
  de	
  la
proteína	
  que	
  lo	
  mantiene	
  inactivo,	
  IkBα.	
  Por	
  tanto,	
  el	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  esta	
  proteína
aporta	
  información	
  sobre	
  el	
  estado	
  de	
  activación	
  de	
  NF-­‐kB	
  de	
  forma	
  indirecta.	
  Para	
  averi-­‐
guarlo,	
  analizamos	
  la	
  fosforilación	
  de	
  IkBα en	
  Ser32	
  utilizando	
  lisados	
  procedentes	
  de	
  los
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Figura  44.  Expresión  de  Sod2  en  clones  shSos1 y  shSos2.  (A) Determinación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  mRNA	
  de
Sod2	
  mediante	
  PCR	
  cuantitativa	
  en	
  las	
  células	
  silenciadas	
  para	
  Sos1	
  o	
  Sos2.	
  El	
  diagrama	
  de	
  barras	
  representa
la	
  media	
  ±	
  SD	
  del	
  nivel	
  de	
  mRNA	
  de	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2 respecto	
  a	
  sus	
  respectivos	
  clones	
  shControl,	
  al	
  que
se	
  asignó	
  el	
  valor	
  1	
  (línea	
  discontinua),	
  en	
  unidades	
  arbitrarias	
  (u.a.)	
  y	
  procedentes	
  de	
  3	
  experimentos	
  inde-­‐
pendientes.	
  Los	
  datos	
  obtenidos	
  fueron	
  normalizados	
  respecto	
  a	
  la	
  expresión	
  de	
  Gapdh.	
  **,	
  p	
  <	
  0,01	
  respecto
a	
  shControl (t-­‐test).	
  (B) Niveles	
  proteicos	
  de	
  Sod2	
  en	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2 y	
  sus	
  respectivos	
  controles	
  analiza-­‐
dos	
  por	
  Western	
  blot.	
  La	
  expresión	
  de	
  β-­‐tubulina	
  fue	
  utilizada	
  como	
  control	
  de	
  carga.	
  Debajo	
  de	
  la	
  imagen	
  se
muestra	
  el	
  ratio	
  Sod2/β-­‐tubulina	
  para	
  cada	
  línea. (C) Cultivos	
  subconfluentes	
  de	
  clones	
  shSos1 y	
  shControl fue-­‐
ron	
  estimulados	
  con	
  20%	
  FBS	
  durante	
  los	
  tiempos	
  indicados	
  tras	
  4	
  horas	
  privadas	
  de	
  suero.	
  El	
  nivel	
  de	
  fosfori-­‐
lación	
  de	
   IkBα	
  (Ser32)	
  y	
   JNK	
  (Thr183/Tyr185)	
   fue	
  determinado	
  mediante	
  Western	
  blot	
  y	
   la	
  expresión	
  de
β-­‐tubulina	
  fue	
  utilizada	
  como	
  control	
  de	
  carga.	
  



estudios	
  de	
  señalización	
  (estimulados	
  con	
  suero	
  durante	
  5,	
  10	
  y	
  30	
  minutos)	
  realizados
con	
  células	
  shSos1 y	
  shControl.	
  El	
  resultado	
  reveló	
  una	
  menor	
  fosforilación	
  de	
  IkBα en	
  los
fibroblastos	
  shSos1 comparados	
  con	
  shControl,	
  indicando	
  que	
  la	
  degradación	
  de	
  IkBα era
menor	
  en	
  estas	
  células.	
  Este	
  resultado	
  sugiere	
  de	
  forma	
  indirecta	
  y	
  preliminar,	
  que	
  una
proporción	
  menor	
  de	
  NF-­‐kB	
  está	
  activa	
  en	
  las	
  células	
  shSos1 (Figura  44-­‐C).

Por	
  último,	
  dada	
  la	
  situación	
  de	
  estrés	
  oxidativo	
  (al	
  menos,	
  de	
  mayores	
  niveles	
  de	
  ROS	
  in-­‐
tracelular)	
  en	
  las	
  células	
  shSos1 en	
  condiciones	
  basales,	
  quisimos	
  conocer	
  la	
  fosforilación
de	
  las	
  MAPKs	
  de	
  la	
  familia	
  JNK,	
  pues	
  estas	
  MAPKs	
  son	
  activadas	
  principalmente	
  por	
  estí-­‐
mulos	
  de	
  estrés	
  (Turjanski	
  et	
  al.,	
  2007).	
  De	
  hecho,	
  varios	
  estudios	
  han	
  descrito	
  un	
  aumento
de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  JNK	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo	
  (Kamata	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Martin-­‐
dale	
  and	
  Holbrook,	
  2002).	
  Para	
  comprobar	
  este	
  dato,	
  en	
  los	
  mismos	
  lisados	
  anteriores	
  exa-­‐
minamos	
  la	
  fosforilación	
  de	
  JNK	
  en	
  Thr183/Tyr185	
  mediante	
  Western	
  blot.	
  Efectivamente,
y	
  de	
  acuerdo	
  con	
  el	
  aumento	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  observado	
  en	
  células	
  shSos1 en	
  condi-­‐
ciones	
  basales,	
  encontramos	
  una	
  mayor	
  fosforilación	
  de	
  JNK	
  (Thr183/Tyr185)	
  en	
  clones
shSos1 respecto	
  a	
  shControl (Figura  44-­‐C).
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Discusión
Los	
  datos	
  publicados	
  hasta	
  el	
  momento	
  no	
  son	
  suficientes	
  para	
  clarificar	
  y	
  precisar	
  las	
  di-­‐
ferencias	
  funcionales	
  entre	
  Sos1	
  y	
  Sos2.	
  Sabemos	
  que	
  estas	
  proteínas,	
  ambas	
  con	
  un	
  patrón
de	
  expresión	
  ubicuo	
  y	
  con	
  una	
  estructura	
  de	
  dominios	
  funcionales	
  muy	
  parecida,	
  actúan
como	
  conectores	
  de	
  los	
  RTKs	
  y	
  las	
  GTPasas	
  Ras	
  en	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización	
  intracelular.
Los	
  datos	
  acerca	
  de	
  su	
  función	
  apuntan	
  a	
  la	
  especificidad,	
  sobre	
  todo	
  teniendo	
  en	
  cuenta
las	
  diferencias	
  en	
  el	
  fenotipo	
  de	
  los	
  ratones	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 (Esteban	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Qian
et	
  al.,	
  2000;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1997).	
  En	
  este	
  trabajo	
  hemos	
  intentado	
  aportar	
  información	
  acerca
de	
  la	
  redundancia	
  o	
  especificidad	
  funcional	
  entre	
  ambas	
  proteínas,	
  realizando	
  un	
  estudio
comparativo	
  in	
  vitro	
  en	
  un	
  modelo	
  de	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  inmortalizados	
  proceden-­‐
tes	
  de	
  dichos	
  ratones	
  ko.	
  Además,	
  la	
  eliminación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  la	
  hemos
abordado	
  mediante	
  dos	
  estrategias	
  distintas,	
  cuyas	
  diferencias	
  principales	
  consisten	
  en	
  el
momento	
  en	
  que	
  sucede	
  el	
  proceso	
  de	
  inmortalización	
  (antes	
  o	
  después	
  de	
  la	
  eliminación
de	
  Sos),	
  y	
  en	
  el	
  grado	
  de	
  inhibición	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Sos	
  (total	
  o	
  parcial).	
  La	
  caracterización
genómica	
  y	
  funcional	
  de	
  los	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  ha	
  reve-­‐
lado	
  algunas	
  diferencias	
  entre	
  ambas	
  proteínas	
  Sos	
  en	
  procesos	
  fundamentales	
  a	
  nivel	
  ce-­‐
lular,	
   y	
   ha	
   puesto	
   de	
  manifiesto	
   la	
   importancia	
   relativa	
   de	
   Sos1	
   respecto	
   a	
   Sos2	
   en
determinados	
  procesos,	
  siendo	
  la	
  participación	
  de	
  Sos1	
  (al	
  menos	
  en	
  este	
  tipo	
  celular)	
  más
relevante	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  casos.

1.  Perfiles  transcripcionales  asociados  a  la  ausencia  de  Sos1  y  Sos2:  especifici-­‐
dad  funcional  frente  a  redundancia  

Basándonos	
  en	
  los	
  conocimientos	
  previos	
  acerca	
  de	
  la	
  función	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos,	
  el	
  pri-­‐
mer	
  objetivo	
  de	
  este	
  trabajo	
  consistió	
  en	
  averiguar	
  si	
  éstas	
  pueden	
  asociarse	
  a	
  un	
  perfil
de	
  expresión	
  génica	
  específico,	
  y	
  quizá	
  también,	
  encontrar	
  respuesta	
  a	
  diferentes	
  aspectos
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de	
  la	
  biología	
  de	
  cada	
  isoforma.	
  Para	
  ello,	
  analizamos	
  el	
  transcriptoma	
  de	
  MEFs	
  wt,	
  ht,	
  y
ko para	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  mediante	
  la	
  hibridación	
  con	
  microarrays	
  de	
  expresión	
  de	
  Affymetrix.

El	
  análisis	
  de	
  los	
  datos	
  de	
  los	
  microarrays	
  reveló	
  en	
  primer	
  lugar,	
  que	
  la	
  eliminación	
  de
Sos1	
  tiene	
  un	
  efecto	
  mucho	
  mayor	
  sobre	
  la	
  expresión	
  génica	
  en	
  la	
  célula	
  que	
  la	
  ausencia
de	
  Sos2	
  (Figura  17).	
  Apenas	
  observamos	
  cambios	
  de	
  expresión	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2 si	
  con-­‐
sideramos	
  un	
  FDR	
  relativamente	
  bajo	
  (2	
  transcritos	
  significativos	
  para	
  un	
  FDR	
  de	
  0,28),
mientras	
  que	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  tiene	
  un	
  mayor	
  impacto	
  en	
  el	
  transcriptoma	
  provo-­‐
cando	
  la	
  alteración	
  de,	
  por	
  ejemplo,	
  740	
  transcritos	
  con	
  un	
  FDR	
  de	
  0,066	
  (Tabla  5).	
  Estos
resultados	
  ponen	
  de	
  manifiesto	
  la	
  influencia	
  de	
  Sos1	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  gé-­‐
nica,	
  y	
  la	
  incapacidad	
  de	
  Sos2	
  para	
  compensar	
  su	
  ausencia	
  en	
  este	
  contexto.	
  Es	
  inevitable
comparar	
  estos	
  resultados	
  con	
  el	
  fenotipo	
  de	
  los	
  ratones	
  ko para	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  proteínas
Sos	
  (los	
  embriones	
  ko-­‐Sos1mueren	
  en	
  el	
  desarrollo	
  embrionario	
  y	
  ratones	
  ko-­‐Sos2 no	
  pre-­‐
sentan	
  fenotipo	
  aparente),	
  haciéndose	
  más	
  evidente	
  la	
  importancia	
  de	
  Sos1	
  y	
  la	
  dispen-­‐
sabilidad	
  de	
  Sos2	
  en	
  determinados	
  procesos	
  como	
  el	
  desarrollo	
  embrionario,	
  tanto	
  en
ratón	
  como	
  en	
  humanos	
  (Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2007).

Los	
  efectos	
  en	
  la	
  expresión	
  génica	
  ocasionados	
  por	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  podrían	
  ser	
  de-­‐
bidos	
  a	
  su	
  capacidad	
  para	
  señalizar	
  a	
  corto	
  y	
  largo	
  plazo,	
  manteniendo	
  la	
  activación	
  de
ERK1/2	
  necesaria	
  para	
  la	
  expresión	
  de	
  determinados	
  genes	
  (Balmanno	
  and	
  Cook,	
  1999;
Murphy	
  and	
  Blenis,	
  2006;	
  Murphy	
  et	
  al.,	
  2004).	
  En	
  este	
  sentido,	
  la	
  incapacidad	
  de	
  Sos2
para	
  transmitir	
  señales	
  a	
  largo	
  plazo,	
  como	
  hemos	
  comprobado	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  fosforila-­‐
ción	
  de	
  ERK1/2	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 (Figura  23-­‐B),	
  puede	
  explicar	
  que	
  no	
  tenga	
  especial	
  in-­‐
fluencia	
  en	
  la	
  expresión	
  génica,	
  y	
  que	
  su	
  ausencia	
  no	
  produzca	
  cambios	
  importantes	
  en	
  el
transcriptoma.	
  Adicionalmente,	
  varios	
  trabajos	
  han	
  demostrado	
  que	
  Sos1	
  posee	
  un	
  po-­‐
tencial	
  transformante	
  superior	
  al	
  de	
  Sos2	
  (que	
  prácticamente	
  carece	
  de	
  él),	
  y	
  que	
  su	
  ex-­‐
presión	
  es	
  necesaria	
  para	
  la	
  transformación	
  inducida	
  por	
  oncogenes	
  como	
  v-­‐Src	
  y	
  EGFR
(Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  De	
  hecho,	
  han	
  argumentado	
  que	
  el	
  requerimiento
de	
  Sos1	
  para	
  la	
  transformación	
  mediada	
  por	
  estos	
  oncogenes	
  (que	
  señalizan	
  de	
  forma
constitutiva)	
  puede	
  explicarse	
  por	
  la	
  capacidad	
  de	
  Sos	
  para	
  mediar	
  la	
  continua	
  señalización
oncogénica	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Por	
  tanto,	
  podemos	
  relacionar	
  estos	
  datos	
  con	
  la	
  participa-­‐
ción	
  de	
  Sos1	
  en	
  el	
  control	
  de	
  la	
  expresión	
  génica,	
  ya	
  que	
  su	
  habilidad	
  para	
  mediar	
  la	
  trans-­‐
formación	
  celular	
  puede	
  estar	
  asociada	
  a	
  su	
  vez	
  con	
  su	
  regulación	
  sobre	
  el	
  transcriptoma.

En	
  relación	
  con	
  esta	
  idea,	
  en	
  el	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  genes	
  diferencialmente	
  expresados
en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1,	
  encontramos	
  varios	
  genes	
  relacionados	
  con	
  la	
  maquinaria	
  de	
  transcrip-­‐
ción,	
  por	
  ejemplo,	
  componentes	
  del	
  complejo	
  de	
  preiniciación	
  (PIC)	
  asociado	
  con	
  la	
  RNA
polimerasa	
  (Taf10,	
  Supt4h1,	
  Snapc1,	
  Sap18,	
  Gtf2h3,	
  etc),	
  además	
  de	
  diversos	
  factores	
  de
transcripción	
  previamente	
  comentados	
  (Resultados,	
  pág	
  74).	
  Los	
  cambios	
  en	
  estos	
  genes
pueden	
  ser	
  a	
  su	
  vez,	
  responsables	
  de	
  la	
  alteración	
  que	
  observamos	
  en	
  el	
  transcriptoma	
  de
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fibroblastos	
  ko-­‐Sos1,	
  en	
  comparación	
  con	
  células	
  ko-­‐Sos2.	
  No	
  obstante,	
  en	
  ausencia	
  de
Sos2	
  también	
  encontramos	
  sobreexpresados	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  Crebzf y	
  Srebf2.	
  

(i)  Relevancia  del  papel  de  Sos1  frente  a  Sos2  en  el  desarrollo

Como	
  hemos	
  explicado	
  en	
  los	
  resultados	
  y	
  de	
  acuerdo	
  con	
  la	
  función	
  esencial	
  de	
  Sos1	
  en
el	
  desarrollo	
  embrionario,	
  muchos	
  de	
  los	
  genes	
  alterados	
  participan	
  en	
  procesos	
  de	
  mor-­‐
fogénesis	
  y	
  diferenciación	
  celular	
  en	
  el	
  desarrollo	
  embrionario	
  (Lhx8,	
  Gsc,	
  Meis1,	
  Hoxb2,
Hoxb3,	
  Hoxd8,	
  Pax3).	
  Aunque	
  en	
  mucha	
  menor	
  proporción,	
  también	
  observamos	
  genes
de	
  desarrollo	
  en	
  ausencia	
  de	
  Sos2,	
  pero	
  el	
  fenotipo	
  del	
  ratón	
  ko	
  sugiere	
  que	
  la	
  función	
  de
Sos2	
  en	
  este	
  proceso	
  es	
  dispensable	
  (Esteban	
  et	
  al.,	
  2000).	
  De	
  todas	
  formas,	
  la	
  utilización
de	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  en	
  este	
  trabajo	
  puede	
  condicionar	
  de	
  alguna	
  manera	
  el	
  perfil
transcripcional,	
  añadiendo	
  genes	
  procedentes	
  de	
  su	
  condición	
  embrionaria.	
  Reflejo	
  de	
  la
importancia	
  de	
  Sos1	
  en	
  el	
  desarrollo	
  embrionario,	
  en	
  comparación	
  con	
  Sos2,	
  se	
  han	
  des-­‐
crito	
  diversas	
  mutaciones	
  de	
  SOS1 en	
  la	
  línea	
  germinal	
  que	
  son	
  responsables	
  del	
  síndrome
de	
  Noonan,	
  mientras	
  que	
  no	
  se	
  ha	
  encontrado	
  ninguna	
  mutación	
  de	
  este	
  tipo	
  en	
  SOS2 (Ro-­‐
berts	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Tartaglia	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

Igualmente,	
  la	
  eliminación	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  (tanto	
  Sos1	
  como	
  Sos2),	
  provoca	
  cambios
de	
  expresión	
  en	
  genes	
  relacionados	
  con	
  el	
  desarrollo	
  del	
  sistema	
  inmune	
  y	
  con	
  la	
  activación
de	
  la	
  respuesta	
  inmunitaria,	
  sobre	
  todo	
  en	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  (Tabla  8  y  9).	
  Recientemente
se	
  han	
  publicado	
  varios	
  trabajos	
  que	
  demuestran	
  la	
  implicación	
  de	
  Sos1	
  en	
  el	
  desarrollo	
  y
activación	
  de	
  linfocitos	
  T	
  (Kortum	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Roose	
  et	
  al.,	
  2007).	
  El	
  papel	
  de	
  Sos2	
  sin	
  em-­‐
bargo,	
  no	
  está	
  claro,	
  pero	
  parece	
  que	
  su	
  función	
  podría	
  ser	
  importante	
  después	
  de	
  Sos1
en	
  la	
  maduración	
  del	
  linfocito	
  T	
  (Kortum	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Resultados	
  recientes	
  de	
  nuestro	
  la-­‐
boratorio	
  apuntan	
  a	
  una	
  función	
  esencial	
  de	
  Sos1	
  en	
  la	
  maduración	
  de	
  las	
  células	
  T	
  dobles
negativas,	
  y	
  un	
  posible	
  papel	
  de	
  Sos2	
  en	
  las	
  células	
  B	
  (datos	
  no	
  mostrados).	
  En	
  conjunto,
la	
  información	
  obtenida	
  hasta	
  el	
  momento	
  en	
  relación	
  al	
  papel	
  de	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  en	
  el	
  sistema
inmune,	
  apunta	
  a	
  la	
  especificidad	
  funcional.

Además	
  del	
  ratón	
  ko para	
  Sos1	
  descrito	
  por	
  Qian	
  y	
  colaboradores	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000),	
  la	
  eli-­‐
minación	
  de	
  muchos	
  otros	
  genes	
  también	
  es	
  letal	
  en	
  embriogénesis	
  debido	
  a	
  defectos	
  en
el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  placenta	
  (principalmente	
  problemas	
  en	
  la	
  formación	
  del	
  laberinto	
  y	
  los
espongiotrofoblastos,	
  alterando	
  la	
  vasculogénesis	
  de	
  la	
  misma).	
  Muchos	
  de	
  estos	
  genes,
al	
  igual	
  que	
  Sos1,	
  participan	
  en	
  rutas	
  de	
  señalización	
  mediadas	
  por	
  RTKs	
  y	
  MAPKs	
  (Raf-­‐1,
Mek1,	
  Erk2,	
  Ets2,	
  Gab1,	
  p38α,	
  JunB,	
  etc)	
  (Hatano	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Rossant	
  and	
  Cross,	
  2001;
Wojnowski	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  estos	
  defectos	
  en	
  la	
  placenta	
  y	
  su	
  vasculari-­‐
zación,	
  hemos	
  encontrado	
  un	
  grupo	
  de	
  genes	
  alterados	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 implicados	
  en
angiogénesis	
  y	
  desarrollo	
  de	
  la	
  placenta.	
  Algunos	
  de	
  ellos	
  están	
  reprimidos	
  (Notch1,	
  Thbs2,
Arhgap24,	
  Timp2,	
  Tfpi,	
  Arnt2)	
  y	
  otros	
  sobreexpresados	
  (Elf2,	
  Mfn2 y	
  Eaf2).	
  Por	
  comentar
algunos	
  ejemplos,	
  entre	
  los	
  genes	
  pro-­‐angiogénicos	
  podemos	
  destacar	
  el	
  factor	
  de	
  trans-­‐
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cripción	
  codificado	
  por	
  Elf2,	
  que	
  se	
  expresa	
  en	
  endotelio	
  y	
  promueve	
  la	
  angiogénesis	
  a	
  tra-­‐
vés	
  de	
  la	
  inducción	
  de	
  Tie-­‐2	
  (receptor	
  de	
  la	
  angiopoietina	
  1)	
  (Iljin	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Aunque	
  so-­‐
lamente	
   se	
   ha	
   descrito	
   en	
   su	
   homólogo	
   humano,	
   la	
   proteína	
   con	
   actividad	
   RhoGAP
codificada	
  por	
  Arhgap24/p73RhoGap,	
  tiene	
  un	
  papel	
  esencial	
  en	
  la	
  estimulación	
  de	
  la	
  an-­‐
giogénesis	
  y	
  se	
  expresa	
  casi	
  exclusivamente	
  en	
  células	
  endoteliales	
  (Su	
  et	
  al.,	
  2004).	
  El	
  gen
Mfn2 codifica	
  la	
  mitofusina	
  2,	
  cuya	
  función	
  es	
  importante	
  en	
  angiogénesis,	
  esencial	
  en	
  el
desarrollo	
  de	
  la	
  placenta,	
  y	
  participa	
  en	
  la	
  fusión	
  mitocondrial	
  regulando	
  la	
  homeostasis
de	
  la	
  misma	
  (Lugus	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Entre	
  los	
  genes	
  con	
  actividad	
  anti-­‐angiogénica,	
  destacamos
el	
  gen	
  Eaf2,	
  que	
  codifica	
  un	
  supresor	
  de	
  tumores	
  frecuentemente	
  reprimido	
  en	
  cáncer	
  de
próstata	
  (Xiao	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Xiao	
  et	
  al.,	
  2008).	
  La	
  inhibición	
  de	
  Eaf2	
  promueve	
  la	
  angiogénesis
mediada	
  por	
  Hif1α (Hypoxia	
  inducible	
  factor	
  1,	
  alpha	
  subunit),	
  puesto	
  que	
  Eaf2	
  estabiliza
los	
  niveles	
  de	
  VHL	
  (Von	
  hippel	
  Lindau	
  protein),	
  implicada	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  degradación	
  de
Hif1α	
  (Xiao	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Por	
  último,	
  destacar	
  la	
  reducción	
  del	
  gen	
  Thbs2,	
  que	
  codifica	
  la
proteína	
  anti-­‐angiogénica	
  trombospondina	
  2.	
  La	
  alteración	
  de	
  todos	
  estos	
  genes	
  apoya	
  la
implicación	
  de	
  Sos1	
  en	
  la	
  correcta	
  formación	
  de	
  la	
  placenta	
  y	
  en	
  la	
  estimulación	
  de	
  proce-­‐
sos	
  angiogénicos,	
  proporcionando	
  posibles	
  candidatos	
  que	
  participen	
  en	
  el	
  mecanismo
responsable	
  del	
  fenotipo	
  de	
  los	
  embriones	
  ko-­‐Sos1.

Asimismo,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  los	
  embriones	
  ko para	
  Sos1	
  descritos	
  por	
  Wang	
  y	
  cola-­‐
boradores	
  mueren	
  por	
  defectos	
  cardiovasculares	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  1997),	
  y	
  que	
  el	
  fenotipo	
  del
ratón	
  transgénico	
  para	
  el	
  mutante	
  Sos1E846K (utilizado	
  como	
  modelo	
  animal	
  del	
  NS)	
  sufre
hipertrofia	
  cardiaca	
  y	
  patología	
  cardiovascular	
  severa	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2010b),	
  encontramos
un	
  conjunto	
  de	
  genes	
  implicados	
  en	
  el	
  desarrollo	
  y	
  fisiología	
  del	
  corazón	
  (Notch1,	
  Atp2a2,
Atp5j,	
  Dnaja3,	
  Mapkapk5,	
  Ccng1,	
  Mnf2 y	
  Mnat1).	
  La	
  mayoría	
  presentan	
  un	
  aumento	
  en
su	
  expresión	
  (con	
  la	
  excepción	
  de	
  Notch1 y	
  Ccng1),	
  sugiriendo	
  que	
  Sos1	
  regula	
  negativa-­‐
mente	
  a	
  estos	
  genes	
  o	
  que	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  induce	
  indirectamente	
  la	
  expresión	
  de	
  los
mismos.	
  Curiosamente,	
  los	
  cardiomiocitos	
  deficientes	
  en	
  Mfn2 (comentado	
  previamente
por	
  su	
  implicación	
  en	
  angiogénesis)	
  sufren	
  hipertrofia,	
  al	
  igual	
  que	
  aquellos	
  con	
  SOS1 hi-­‐
peractivo	
  (Papanicolaou	
  et	
  al.,	
  2011).	
  También	
  el	
  ratón	
  ko para	
  Dnaja3,	
  que	
  codifica	
  una
chaperona	
  mitocondrial	
  altamente	
  expresada	
  en	
  corazón	
  y	
  esencial	
  en	
  la	
  biogénesis	
  de	
  la
mitocondria,	
  presenta	
  un	
  fenotipo	
  de	
  miocardiopatía	
  dilatada	
  y	
  muere	
  antes	
  de	
  las	
  diez
semanas	
  de	
  edad	
  (Hayashi	
  et	
  al.,	
  2006).	
  La	
  ausencia	
  de	
  Dnaja3	
  en	
  las	
  mitocondrias	
  de	
  los
cardiomiocitos	
  provoca	
  una	
  deficiencia	
  de	
  la	
  cadena	
  respiratoria	
  y	
  su	
  sobreexpresión	
  pro-­‐
duce	
  hipertrofia	
  en	
  el	
  corazón	
  (Hayashi	
  et	
  al.,	
  2006).	
  De	
  la	
  mima	
  manera,	
  el	
  ratón	
  ko para
Eaf2 también	
  presenta	
  un	
  fenotipo	
  de	
  hipertrofia	
  cardiaca	
  (Xiao	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Puesto	
  que
los	
  datos	
  sugieren	
  que	
  Sos1	
  regula	
  negativamente	
  la	
  expresión	
  de	
  Mfn2,	
  Dnaja3,	
  y	
  Eaf2,	
  el
mecanismo	
  molecular	
  responsable	
  de	
  la	
  hipertrofia	
  cardiovascular	
  en	
  los	
  mutantes	
  de
SOS1	
  podría	
  estar	
  relacionado	
  con	
  estas	
  proteínas,	
  pues	
  la	
  eliminación	
  de	
  todas	
  ellas	
  pro-­‐
voca	
  hipertrofia	
  en	
  el	
  corazón.	
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Eaf2 es,	
  por	
  varias	
  razones,	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  más	
  interesantes	
  alterados	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1.
Su	
  implicación	
  en	
  angiogénesis	
  y	
  en	
  la	
  homeostasis	
  cardiaca	
  lo	
  relaciona	
  directamente	
  con
el	
  fenotipo	
  de	
  los	
  ratones	
  ko-­‐Sos1 y	
  con	
  el	
  síndrome	
  de	
  Noonan.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  se	
  sabe	
  que
Eaf2 es	
  un	
  gen	
  de	
  respuesta	
  a	
  andrógenos	
  en	
  tejido	
  prostático	
  normal,	
  y	
  que	
  funciona
como	
  un	
  supresor	
  de	
  tumores,	
  pues	
  su	
  eliminación	
  induce	
  la	
  aparición	
  de	
  varios	
  tipos	
  de
cáncer,	
  entre	
  ellos	
  el	
  de	
  próstata	
  (Xiao	
  et	
  al.,	
  2008).	
  De	
  hecho,	
  se	
  ha	
  comprobado	
  que	
  está
reprimido	
  en	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  avanzado	
  debido	
  a	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  expresión,	
  o
bien	
  por	
  pérdida	
  alélica,	
  por	
  metilación	
  del	
  promotor	
  o	
  por	
  deleción	
  homocigota	
  (Xiao	
  et
al.,	
  2003).	
  Como	
  ya	
  hemos	
  comentado	
  varias	
  veces,	
  SOS1	
  está	
  sobreexpresado	
  en	
  este	
  tipo
de	
  cáncer	
  en	
  hombres	
  afro-­‐americanos	
  respecto	
  a	
  europeo-­‐americanos	
  (Timofeeva	
  et	
  al.,
2009),	
  algo	
  que	
  también	
  ocurre	
  con	
  el	
  cáncer	
  de	
  mama	
  en	
  mujeres	
  afroamericanas,	
  donde
SOS1	
  está	
  igualmente	
  sobreexpresado	
  (Field	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Además,	
  hemos	
  encontrado
otros	
  genes	
  implicados	
  de	
  alguna	
  manera	
  en	
  cáncer	
  de	
  próstata,	
  reforzando	
  el	
  papel	
  de
Sos1	
  en	
  este	
  tipo	
  de	
  cáncer	
  y	
  revelando	
  más	
  pistas	
  acerca	
  del	
  posible	
  mecanismo	
  por	
  el
que	
  Sos1	
  está	
  vinculado	
  al	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  agresivo.	
  Entre	
  ellos	
  encontramos	
  genes	
  re-­‐
primidos	
  (Rgs2,	
  Cd82,	
  Insig1)  (Cao	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Jackson	
  et	
  al.,	
  2003)	
  y	
  otros	
  aumentados
en	
  células	
  ko-­‐Sos1 (Eaf2,	
  Amacr y	
  Glipr1)	
  pero	
  que	
  generalmente	
  están	
  reprimidos	
  en	
  cán-­‐
cer	
  de	
  próstata.	
  Ya	
  comentamos	
  en	
  la	
  introducción	
  que	
  la	
  reducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de
Amacr	
  correlaciona	
  con	
  mal	
  pronóstico	
  en	
  este	
  tipo	
  de	
  tumores	
  (Barry	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Igual-­‐
mente,	
  Glipr1 está	
  silenciado	
  en	
  cáncer	
  de	
  próstata	
  (Ren	
  et	
  al.,	
  2004),	
  y	
  la	
  sobreexpresión
de	
  esta	
  proteína,	
  identificada	
  como	
  una	
  nueva	
  diana	
  de	
  p53,	
  induce	
  apoptosis	
  en	
  líneas
celulares	
  de	
  este	
  tipo	
  de	
  cáncer	
  y	
  de	
  otros	
  (Li	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Thompson,	
  2010).	
  Se	
  ha	
  descrito
que	
  Glipr1 funciona	
  como	
  un	
  supresor	
  de	
  tumores,	
  tal	
  y	
  como	
  refleja	
  la	
  menor	
  supervi-­‐
vencia	
  y	
  la	
  mayor	
  predisposición	
  a	
  desarrollar	
  tumores	
  que	
  presentan	
  los	
  ratones	
  deficien-­‐
tes	
  en	
  Glipr1  (Li	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Nuestros	
  datos	
  indican	
  que	
  tanto	
  Sos1	
  como	
  Sos2	
  ejercen	
  un
control	
  negativo	
  sobre	
  la	
  expresión	
  de	
  Glipr1,	
  pues	
  está	
  sobreexpresado	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1
y	
  ko-­‐Sos2,	
  siendo	
  en	
  estos	
  últimos	
  el	
  gen	
  que	
  presenta	
  el	
  cambio	
  más	
  grande.	
  Además,
estos	
  datos	
  indican	
  que	
  Sos1	
  y	
  Sos2	
  contribuyen	
  a	
  la	
  regulación	
  de	
  Glipr1 por	
  separado,
pues	
  la	
  presencia	
  de	
  sólo	
  una	
  de	
  las	
  isoformas	
  no	
  es	
  suficiente	
  para	
  mantener	
  los	
  niveles
de	
  Glipr1 controlados.

(ii)  Efecto  predominante  de  Sos1  en  otras  funciones  

Adicionalmente,	
  hemos	
  observado	
  cambios	
  en	
  varios	
  genes	
  diana	
  de	
  p53	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1.
La	
  mayoría	
  están	
  reprimidos	
  (Trp53inp1,	
  Cdkn1a,	
  Mdm2,	
  Ccng1,	
  Phlda3 y	
  Pml),	
  pero	
  otros
se	
  encuentran	
  aumentados	
  (Glipr1 y	
  Btg3).	
  Esta	
  información	
  parece	
  indicar	
  que	
  parte	
  de
la	
  actividad	
  transcripcional	
  de	
  p53	
  podría	
  estar	
  reducida	
  respecto	
  a	
  MEFs	
  wt.	
  Curiosamente,
varios	
  genes	
  que	
  codifican	
  proteínas	
  reguladoras	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  p53	
  también	
  están	
  al-­‐
terados	
  en	
  estas	
  células,	
  tales	
  como	
  Ube2l3,	
  Mapkapk5 y	
  Dnaja3,	
  cuya	
  expresión	
  aumenta,
o	
  Vrk2 y	
  Mdm2,	
  que	
  disminuyen.	
  La	
  enzima	
  conjugadora	
  de	
  ubiquitina	
  codificada	
  por	
  el
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gen	
  Ube2l3 actúa	
  sobre	
  p53	
  induciendo	
  su	
  degradación	
  (Reyes-­‐Hernandez	
  et	
  al.,	
  2010),	
  lo
que	
  sugiere	
  que	
  quizá	
  p53	
  está	
  siendo	
  degradado	
  en	
  mayor	
  proporción	
  en	
  células	
  ko-­‐Sos1,
explicando	
  la	
  menor	
  expresión	
  de	
  sus	
  dianas	
  transcripcionales.	
  Además,	
  el	
  aumento	
  de
fosforilación	
  de	
  Akt	
  observado	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 (Figura  23-­‐C),	
  puede	
  inducir	
  la	
  transloca-­‐
ción	
  de	
  Mdm2	
  al	
  núcleo	
  y	
  consecuentemente	
  contribuir	
  a	
  la	
  disminución	
  de	
  la	
  actividad
transcripcional	
  de	
  p53	
  en	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  (Mayo	
  and	
  Donner,	
  2001).	
  Sin	
  embargo,	
  hay
que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  p53	
  es	
  activado	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  y	
  daño	
  al	
  DNA,	
  mientras
que	
  en	
  condiciones	
  normales	
  la	
  expresión	
  y	
  actividad	
  de	
  éste	
  suele	
  ser	
  baja	
  (Oren,	
  2003).
Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  el	
  estudio	
  está	
  realizado	
  en	
  células	
  inmortalizadas,	
  la	
  posible	
  re-­‐
levancia	
  de	
  una	
  alteración	
  de	
  p53	
  en	
  nuestro	
  modelo	
  es	
  discutible,	
  y	
  por	
  tanto,	
  sería	
  ne-­‐
cesario	
  confirmar	
  estos	
  resultados	
  mediante	
  un	
  estudio	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  p53	
  en	
  células
deficientes	
  en	
  Sos1,	
  preferiblemente	
  en	
  cultivos	
  primarios.

Por	
  otra	
  parte,	
  apenas	
  se	
  han	
  publicado	
  estudios	
  acerca	
  de	
  los	
  mecanismos	
  implicados	
  en
la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Sos.	
  Hasta	
  el	
  momento,	
  sólo	
  la	
  activación	
  del	
  factor	
  de
transcripción	
  citosólico	
  Ahr	
  ha	
  sido	
  relacionada	
  con	
  la	
  inducción	
  de	
  SOS1 (Pierre	
  et	
  al.,
2011).	
  Diversos	
  contaminantes	
  ambientales	
  (la	
  mayoría	
  cancerígenos),	
  como	
  los	
  hidrocar-­‐
buros	
  aromáticos	
  policíclicos	
  (benzopirenos,	
  dioxinas,	
  etc),	
  funcionan	
  como	
  ligandos	
  de
este	
  receptor.	
  Una	
  vez	
  activado,	
  Ahr	
  transloca	
  al	
  núcleo	
  e	
  interacciona	
  con	
  Arnt	
  (Aryl	
  hydro-­‐
carbon	
  receptor	
  nuclear	
  translocator),	
  formando	
  un	
  heterodímero	
  que	
  induce	
  la	
  expresión
de	
  genes	
  que	
  contienen	
  sitios	
  XRE (Xenobiotic	
  Response	
  Element)	
  en	
  su	
  promotor	
  (Barouki
et	
  al.,	
  2007).	
  Estos	
  genes	
  están	
  implicados	
  en	
  respuestas	
  de	
  detoxificación	
  y	
  metabolismo,
por	
  ejemplo	
  genes	
  de	
  la	
  familia	
  CYP	
  (Cytochrome	
  P450).	
  Asimismo,	
  genes	
  como	
  Ahrr (Aryl-­‐
hydrocarbon	
  receptor	
  repressor)	
  y	
  Ube2l3,	
  que	
  presentan	
  un	
  aumento	
  de	
  su	
  expresión	
  en
MEFs	
  ko-­‐Sos1,	
  también	
  son	
  dianas	
  de	
  Ahr	
  (Mimura	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Reyes-­‐Hernandez	
  et	
  al.,
2010),	
  sugiriendo	
  que	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  induce	
  un	
  incremento	
  de	
  la	
  actividad	
  transcrip-­‐
cional	
  del	
  Ahr.	
  Esto	
  quizá	
  sea	
  debido	
  a	
  un	
  mecanismo	
  de	
  retroalimentación,	
  en	
  el	
  que	
  la
ausencia	
  de	
  Sos1	
  resulta	
  en	
  la	
  estimulación	
  del	
  Ahr	
  para	
  inducir	
  su	
  propia	
  expresión.	
  Por
otra	
  parte,	
  hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  además	
  del	
  aumento	
  del	
  represor	
  Ahrr,	
  la	
  expre-­‐
sión	
  de	
  Arnt2 está	
  disminuida.	
  Ambos	
  eventos	
  conducirían	
  a	
  una	
  inhibición	
  de	
  la	
  actividad
del	
  Ahr,	
  sin	
  embargo,	
  los	
  datos	
  apuntan	
  a	
  una	
  mayor	
  actividad	
  transcripcional	
  del	
  mismo.
Probablemente,	
  la	
  presencia	
  de	
  la	
  proteína	
  Arnt	
  pueda	
  compensar	
  la	
  disminución	
  de	
  Arnt2.

También	
  hemos	
  encontrado	
  genes	
  alterados	
  cuya	
  función	
  está	
  relacionada	
  con	
  procesos
reproductivos	
  (en	
  concreto	
  gametogénesis),	
  o	
  que	
  presentan	
  expresión	
  exclusiva	
  o	
  muy
abundante	
  en	
  tejidos	
  sexuales	
  (FancL,	
  Lhx8,	
  Rgs2,	
  Eif4g3,	
  Rps4y2,	
  Cd59b,	
  Cadm1,	
  Zfp105
y	
  Itf81),	
  sugiere	
  que	
  este	
  proceso	
  puede	
  estar	
  afectado.	
  Recientemente,	
  se	
  ha	
  publicado
un	
  estudio	
  con	
  microarrays	
  en	
  el	
  que	
  han	
  encontrado	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  SOS1	
  y	
  RAF-­‐1
está	
  disminuida	
  en	
  sujetos	
  con	
  criptorquidia	
  (Hadziselimovic	
  et	
  al.,	
  2010).	
  El	
  estudio	
  de	
  la
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capacidad	
  reproductiva	
  en	
  modelos	
  animales	
  inducibles	
  para	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1,	
  podría
revelar	
  la	
  existencia	
  de	
  alteraciones	
  en	
  la	
  fertilidad.	
  

Finalmente,	
  a	
  pesar	
  del	
  escaso	
  número	
  de	
  genes	
  expresados	
  diferencialmente	
  en	
  las	
  líneas
ko-­‐Sos2,	
  algunos	
  resultan	
  particularmente	
  interesantes.	
  Es	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  disminución	
  de
Bace1,	
  que	
  codifica	
  una	
  enzima	
  implicada	
  en	
  la	
  formación	
  de	
  placas	
  amiloides	
  presentes
en	
  la	
  enfermedad	
  de	
  Alzheimer.	
  Como	
  ya	
  comentamos	
  previamente,	
  un	
  estudio	
  descubrió
polimorfismos	
  en	
  SOS2 asociados	
  significativamente	
  a	
  la	
  susceptibilidad	
  de	
  padecer	
  esta
enfermedad	
  (Hamilton	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Además,	
  este	
  estudio	
  fue	
  precedido	
  por	
  otro	
  que	
  bus-­‐
caba	
  genes	
  de	
  susceptibilidad	
  a	
  desarrollar	
  diabetes	
  tipo	
  II	
  (Barroso	
  et	
  al.,	
  2003),	
  en	
  el	
  que
se	
  identificó	
  a	
  SOS1 como	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  de	
  susceptibilidad	
  candidatos.	
  Interesante-­‐
mente,	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  reprimidos	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 es	
  Ube2e2,	
  al	
  que	
  recientemente	
  se
ha	
  asociado	
  con	
  la	
  diabetes	
  tipo	
  II	
  (Yamauchi	
  et	
  al.,	
  2010).

2.  Modelo  de  MEFs  knockout  inmortalizados

En	
  conjunto,	
  la	
  caracterización	
  funcional	
  de	
  los	
  fibroblastos	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  y	
  Sos2
usando	
  como	
  modelo	
  MEFs	
  inmortalizados	
  ha	
  mostrado	
  que	
  ambas	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐
Sos2 presentan	
  una	
  reducción	
  de	
  la	
  capacidad	
  proliferativa	
  y	
  alteraciones	
  en	
  la	
  señalización
efectora	
  que	
  participa	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  misma.	
  Adicionalmente,	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1,
pero	
  no	
  las	
  ko-­‐Sos2,	
  presentaron	
  una	
  mayor	
  supervivencia	
  a	
  la	
  muerte	
  inducida	
  por	
  estrés
oxidativo,	
  lo	
  cual	
  podría	
  estar	
  relacionado	
  con	
  el	
  aumento	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  rutas	
  de	
  su-­‐
pervivencia	
  celular	
  observada	
  en	
  estas	
  células.	
  A	
  continuación	
  discutiremos	
  este	
  fenotipo
con	
  más	
  detalle.

(i)  Capacidad  proliferativa  en  ausencia  de  las  proteínas  Sos

Las	
  proteínas	
  Ras	
  regulan	
  diversos	
  procesos	
  fundamentales	
  en	
  la	
  célula,	
  entre	
  ellos	
  la	
  pro-­‐
liferación,	
  crecimiento	
  celular	
  y	
  supervivencia.	
  Como	
  ya	
  sabemos,	
  la	
  activación	
  de	
  estas
GTPasas	
  por	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  induce	
  la	
  estimulación	
  de	
  rutas	
  efectoras	
  que	
  regulan	
  estas
respuestas	
  biológicas,	
  entre	
  ellas,	
  la	
  ruta	
  Ras/MAPKs	
  y	
  PI3K/Akt.	
  Por	
  este	
  motivo,	
  y	
  te-­‐
niendo	
  en	
  cuenta	
  los	
  resultados	
  de	
  los	
  microarrays,	
  la	
  mayor	
  parte	
  de	
  los	
  experimentos
presentados	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  han	
  dirigido	
  a	
  evaluar	
  el	
  efecto	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  en	
  estos
procesos	
  celulares.	
  

Los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  la	
  caracterización	
  funcional	
  mostraron,	
  en	
  primer	
  lugar,	
  una
disminución	
  de	
  la	
  capacidad	
  proliferativa	
  en	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 (Figura  22-­‐A).	
  De
acuerdo	
  con	
  estos	
  resultados,	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2mostraron	
  un	
  mayor	
  porcentaje	
  de	
  células
en	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  mientras	
  que	
  el	
  perfil	
  de	
  distribución	
  de	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1
resultó	
  prácticamente	
  igual	
  que	
  los	
  controles	
  (MEFs	
  wt)	
  (Figura  28).	
  Este	
  último	
  dato,	
  te-­‐
niendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  las	
  células	
  ko-­‐Sos1 crecieron	
  más	
  lentamente	
  que	
  los	
  controles,	
  po-­‐
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dría	
  explicarse	
  por	
  un	
  tránsito	
  más	
  lento	
  a	
  través	
  de	
  cada	
  fase	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  sin	
  que	
  la
menor	
  velocidad	
  afectara	
  al	
  porcentaje	
  relativo	
  de	
  células	
  en	
  cada	
  fase.	
  Adicionalmente,
el	
  descenso	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Ccnd1	
  (y	
  también	
  Ccnd2	
  en	
  células	
  ko-­‐Sos1)	
  puede	
  contri-­‐
buir	
  al	
  descenso	
  en	
  la	
  	
  proliferación	
  de	
  ambas	
  líneas	
  ko.

La	
  contribución	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  a	
  la	
  proliferación	
  y	
  crecimiento	
  celular	
  ha	
  sido	
  evaluada
en	
  varias	
  ocasiones.	
  En	
  consonancia	
  con	
  nuestros	
  resultados,	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  actividad
de	
  Sos	
  mediante	
  el	
  dominante	
  negativo	
  ΔmSos1	
  (mutante	
  que	
  carece	
  del	
  dominio	
  catalí-­‐
tico)	
  provocó	
  un	
  descenso	
  considerable	
  de	
  la	
  tasa	
  proliferativa	
  en	
  células	
  CHO-­‐IR/ΔSOS
(una	
  línea	
  celular	
  que	
  además	
  sobreexpresa	
  el	
  receptor	
  de	
  la	
  insulina	
  IR)	
  tras	
  ser	
  estimu-­‐
ladas	
  con	
   insulina	
  (Sakaue	
  et	
  al.,	
  1995).	
  La	
  utilización	
  de	
  dominantes	
  negativos	
  como
ΔmSos1,	
  no	
  sólo	
  está	
  desplazando	
  a	
  Sos1	
  wt de	
  su	
  asociación	
  con	
  Grb2,	
  sino	
  que	
  proba-­‐
blemente	
  también	
  lo	
  hace	
  con	
  Sos2,	
  por	
  lo	
  que	
  en	
  principio,	
  parece	
  lógico	
  que	
  apenas	
  se
detecte	
  formación	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  y	
  que	
   la	
  proliferación	
  esté	
  disminuida	
  en	
  presencia	
  de
ΔmSos1	
  (Sakaue	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Asimismo,	
  otros	
  trabajos	
  realizados	
  también	
  con	
  MEFs	
  de-­‐
rivados	
  de	
  embriones	
  ko-­‐Sos1 observaron	
  datos	
  contradictorios,	
  pues	
  uno	
  de	
  los	
  estudios
presentaba	
  una	
  menor	
  proliferación	
  de	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1 respecto	
  a	
  wt (Qian	
  et	
  al.,
2000),	
  mientras	
  que	
  en	
  el	
  otro	
  no	
  observaron	
  diferencias	
  en	
  el	
  crecimiento	
  respecto	
  a
MEFs	
  ht-­‐Sos1 y	
  wt,	
  indicando	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  Sos2	
  podía	
  sustituir	
  a	
  Sos1	
  en	
  los	
  reque-­‐
rimientos	
  proliferativos	
  de	
  estos	
  MEFs	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  1997).

Por	
  otro	
  lado,	
  también	
  se	
  ha	
  evaluado	
  la	
  capacidad	
  transformante	
  de	
  Sos,	
  utilizando	
  la	
  pro-­‐
teína	
  wt sobreexpresada	
  (Egan	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Rojas	
  et	
  al.,	
  1999),	
  formas
asociadas	
  constitutivamente	
  a	
  la	
  membrana	
  (Aronheim	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Quilliam	
  et	
  al.,	
  1994),
y	
  también	
  usando	
  mutantes	
  truncados	
  de	
  la	
  proteína	
  sin	
  el	
  dominio	
  C-­‐terminal	
  (Aronheim
et	
  al.,	
  1994;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  1995).	
  En	
  este	
  sentido,	
  se	
  ha	
  sugerido	
  en	
  varias	
  ocasiones	
  que
Sos1	
  puede	
  tener	
  un	
  potencial	
  transformante	
  superior	
  a	
  Sos2	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Las
formas	
  de	
  Sos	
  que	
  carecen	
  de	
  la	
  región	
  C-­‐terminal	
  y	
  además	
  presentan	
  una	
  localización
constitutiva	
  en	
  la	
  membrana	
  son	
  las	
  que	
  exhiben	
  mayor	
  potencial	
  oncogénico,	
  como	
  de-­‐
muestra	
  la	
  formación	
  de	
  papilomas	
  en	
  el	
  ratón	
  transgénico	
  para	
  SOS-­‐F expresado	
  especí-­‐
ficamente	
  en	
  queratinocitos	
  (Sibilia	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Igualmente,	
  el	
  mutante	
  de	
  SOS1 detectado
en	
  la	
  fibromatosis	
  gingival	
  (HGF1),	
  que	
  carece	
  de	
  gran	
  parte	
  de	
  la	
  región	
  C-­‐terminal,	
  induce
un	
  aumento	
  de	
  la	
  proliferación	
  en	
  las	
  células	
  de	
  la	
  gingiva,	
  y	
  la	
  inhibición	
  de	
  este	
  mutante
por	
  siRNA	
  reduce	
  la	
  tasa	
  proliferativa	
  (Jang	
  et	
  al.,	
  2007).	
  También,	
  algunos	
  tipos	
  de	
  cáncer
presentan	
  sobreexpresión	
  de	
  SOS1 (Field	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Timofeeva	
  et	
  al.,	
  2009).

Todos	
  estos	
  datos,	
  junto	
  con	
  los	
  resultados	
  de	
  este	
  trabajo,	
  confirman	
  que	
  las	
  proteínas
Sos	
  participan	
  en	
  la	
  regulación	
  positiva	
  de	
  la	
  proliferación	
  celular.	
  No	
  obstante,	
  el	
  caso	
  de
Sos2	
  no	
  está	
  tan	
  claro,	
  pues	
  por	
  un	
  lado,	
  no	
  hemos	
  encontrado	
  estudios	
  específicos	
  de
Sos2	
  en	
  proliferación,	
  y	
  por	
  otro	
  lado,	
  nuestros	
  resultados	
  en	
  este	
  primer	
  modelo	
  sugieren
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un	
  papel	
  estimulador	
  del	
  crecimiento	
  (Figura  22),	
  pero	
  como	
  veremos	
  más	
  adelante,	
  el	
  si-­‐
lenciamiento	
  estable	
  de	
  Sos2	
  no	
  afecta	
  a	
  la	
  tasa	
  proliferativa	
  del	
  cultivo	
  (Figura  37).

(ii)  Las  rutas  de  señalización  mediadas  por  Ras  en  ausencia  de  Sos

En	
  el	
  capítulo	
  2	
  hemos	
  analizado	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  20%	
  FBS,	
  a
corto	
  (10	
  y	
  30	
  minutos),	
  medio	
  (90	
  minutos)	
  y	
  largo	
  plazo	
  (8	
  y	
  30	
  horas),	
  con	
  el	
  objetivo	
  de
analizar	
  esta	
  cinética	
  en	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  (Figura  23-­‐A).	
  Pese	
  a	
  que	
  no	
  hemos	
  en-­‐
contrado	
  diferencias	
  significativas	
  entre	
  los	
  genotipos,	
  podemos	
  apreciar	
  una	
  tendencia	
  a
menor	
  activación	
  en	
  ko-­‐Sos1 a	
  partir	
  de	
  90	
  minutos.	
  En	
  consonancia	
  con	
  los	
  resultados	
  de
Qian	
  y	
  colaboradores,	
  en	
  los	
  que	
  observaron	
  la	
  misma	
  proporción	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  en	
  MEFs	
  wt
y	
  ko-­‐Sos1 tras	
  5	
  minutos	
  de	
  estimulación	
  con	
  EGF,	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  a	
  tiempos	
  cortos
fue	
  prácticamente	
  igual	
  en	
  todos	
  los	
  genotipos	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000)	
  (Figura  23-­‐A).	
  Por	
  el	
  con-­‐
trario,	
  en	
  células	
  CHO-­‐IR	
  que	
  expresan	
  el	
  dominante	
  negativo	
  ΔmSos,	
  la	
  activación	
  de	
  Ras
queda	
  bloqueada	
  casi	
  por	
  completo	
  tras	
  5	
  minutos	
  de	
  estimulación	
  con	
  insulina	
  (Sakaue
et	
  al.,	
  1995).	
  Pensamos	
  que	
  este	
  resultado	
  no	
  es	
  comparable	
  con	
  los	
  nuestros	
  porque,
como	
  ya	
  hemos	
  comentado,	
  este	
  mutante	
  probablemente	
  inhibe	
  la	
  actividad	
  de	
  ambas
proteínas	
  Sos(Sakaue	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Adicionalmente,	
  puesto	
  que	
  la	
  cinética	
  de	
  activación
de	
  Ras	
  obtenida	
  en	
  este	
  trabajo	
  podría	
  resultar	
  inusual	
  o	
  atípica,	
  queríamos	
  hacer	
  refe-­‐
rencia	
  a	
  otros	
  trabajos	
  que	
  han	
  mostrado	
  una	
  cinética	
  parecida.	
  Por	
  ejemplo,	
  en	
  estudios
realizados	
  con	
  fibroblastos	
  Swiss3T3	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  FBS	
  y	
  EGF	
  se	
  puede	
  observar
un	
  pico	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  a	
  los	
  pocos	
  minutos	
  (que	
  en	
  nuestro	
  caso	
  probablemente	
  hemos	
  per-­‐
dido	
  al	
  escoger	
  10	
  minutos	
  como	
  primer	
  punto	
  de	
  ensayo),	
  seguido	
  de	
  una	
  activación
menor	
  pero	
  mantenida	
  incluso	
  durante	
  horas	
  (Satoh	
  et	
  al.,	
  1990a;	
  Satoh	
  et	
  al.,	
  1990b).	
  De
hecho,	
  ya	
  hemos	
  comentado	
  que	
  tras	
  la	
  estimulación	
  mitogénica,	
  existen	
  dos	
  olas	
  de	
  ac-­‐
tivación	
  de	
  Ras	
  en	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo,	
  una	
  al	
  inicio	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  y	
  otra	
  a	
  mitad	
  de	
  la	
  misma
(Gille	
  and	
  Downward,	
  1999;	
  Jones	
  and	
  Kazlauskas,	
  2001b;	
  Taylor	
  and	
  Shalloway,	
  1996).

Asimismo,	
  se	
  ha	
  descrito	
  una	
  activación	
  bifásica	
  de	
  ERK1/2	
  en	
  el	
  transcurso	
  del	
  ciclo	
  celular
(Kahan	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Meloche	
  and	
  Pouyssegur,	
  2007).	
  La	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2
y	
  Akt	
  obtenida	
  en	
  este	
  trabajo	
  resultó	
  en	
  su	
  mayor	
  parte	
  inesperada.	
  Por	
  un	
  lado,	
  los	
  MEFs
ko-­‐Sos2 presentaron	
  un	
  incremento	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  (p-­‐ERK1/2)	
  a	
  corto	
  plazo,
en	
  un	
  contexto	
  en	
  el	
  que	
  Ras	
  no	
  se	
  encuentra	
  más	
  activo	
  (Figura  23-­‐B).	
  Este	
  resultado	
  es
difícil	
  de	
  explicar,	
  pues	
  además	
  desconocemos	
  qué	
  ocurre	
  con	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  antes
de	
  10	
  minutos.	
  Por	
  ese	
  motivo,	
  cabe	
  la	
  posibilidad	
  de	
  que	
  ésta	
  sea	
  mayor	
  en	
  células	
  ko-­‐
Sos2,	
  justificando	
  el	
  aumento	
  de	
  p-­‐ERK1/2.	
  Alternativamente,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  la
estimulación	
  con	
  FBS	
  activa	
  multitud	
  de	
  rutas,	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  podría	
  estar	
  alte-­‐
rada	
  por	
  otras	
  vías	
  independientes	
  de	
  Ras.	
  También,	
  se	
  ha	
  sugerido	
  que	
  Sos1	
  posee	
  mayor
potencia	
  biológica	
  que	
  Sos2	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997),	
  lo	
  cual	
  podría	
  apoyar	
  estas	
  diferencias.
Por	
  otra	
  parte,	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  provoca	
  una	
  reducción	
  de	
  p-­‐ERK1/2	
  a	
  medio	
  y	
  largo
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plazo	
  (Figura  23-­‐B),	
  indicando	
  que	
  Sos2	
  no	
  puede	
  compensarlo	
  durante	
  ese	
  tiempo.	
  Estos
resultados	
  apoyan	
  la	
  idea	
  de	
  que	
  Sos1	
  participa	
  en	
  la	
  señalización	
  a	
  corto	
  y	
  largo	
  plazo,
mientras	
  que	
  Sos2	
  sólo	
  es	
  capaz	
  de	
  hacerlo	
  a	
  tiempos	
  cortos	
  (Qian	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Así,	
  pode-­‐
mos	
  relacionar	
  la	
  menor	
  activación	
  de	
  Ras	
  en	
  ko-­‐Sos1 a	
  medio	
  y	
  largo	
  plazo	
  (aunque	
  no
presente	
  significación	
  estadística)	
  con	
  la	
  disminución	
  de	
  p-­‐ERK1/2	
  en	
  ese	
  mismo	
  periodo
de	
  tiempo	
  (Figura  23-­‐A  y  B).	
  En	
  contraste	
  con	
  nuestros	
  datos,	
  trabajos	
  previos	
  han	
  mos-­‐
trado	
  una	
  disminución	
  considerable	
  de	
  p-­‐ERK1/2	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 tras	
  5	
  minutos	
  de	
  esti-­‐
mulación	
  con	
  EGF	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Probablemente,	
  las	
  discrepancias	
  se	
  deban	
  a	
  que
estos	
  MEFs	
  son	
  primarios	
  y	
  a	
  que	
  fueron	
  estimulados	
  con	
  EGF.	
  También	
  en	
  desacuerdo
con	
  nuestros	
  resultados,	
  la	
  expresión	
  de	
  ΔmSos	
  en	
  células	
  CHO-­‐IR	
  provoca	
  una	
  disminución
casi	
  total	
  de	
  la	
  actividad	
  quinasa	
  de	
  ERK1/2	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  insulina	
  (Sakaue	
  et	
  al.,
1995),	
  seguramente	
  por	
  la	
  inhibición	
  de	
  ambas	
  isoformas.	
  Sin	
  embargo,	
  tras	
  la	
  estimulación
con	
  10%	
  FBS	
  durante	
  5	
  minutos,	
  no	
  presentan	
  disminución	
  de	
  p-­‐ERK1/2,	
  en	
  consonancia
con	
  nuestros	
  datos	
  (Park	
  et	
  al.,	
  2000).

Sorprendentemente,	
  observamos	
  un	
  incremento	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  (p-­‐
Akt)	
  en	
  ambas	
  líneas	
  ko,	
  aún	
  cuando	
  no	
  existen	
  diferencias	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  su
tendencia,	
  al	
  menos	
  a	
  partir	
  de	
  90	
  minutos,	
  es	
  a	
  disminuir	
  (Figura  23-­‐C).	
  En	
  relación	
  con
estos	
  resultados,	
  la	
  expresión	
  del	
  mutante	
  ΔmSos	
  produce	
  un	
  incremento	
  significativo	
  en
la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  (Park	
  et	
  al.,	
  2000),	
  aunque	
  únicamente	
  se	
  hace	
  mención
a	
  los	
  datos,	
  sin	
  mostrar	
  ninguna	
  figura.	
  Este	
  resultado,	
  que	
  además	
  coincide	
  en	
  los	
  dos	
  mo-­‐
delos	
  utilizados	
  en	
  este	
  trabajo,	
  podría	
  deberse	
  a	
  una	
  mayor	
  actividad	
  de	
  PI3K.	
  La	
  ausencia
de	
  Sos	
  puede	
  ocasionar	
  un	
  desequilibrio	
  estequiométrico	
  en	
  los	
  complejos	
  multi-­‐proteicos
que	
  se	
  unen	
  al	
  receptor	
  activado,	
  provocando	
  que	
  PI3K	
  sea	
  reclutada	
  en	
  mayor	
  proporción
a	
  la	
  membrana.	
  Este	
  mayor	
  reclutamiento,	
  induciría	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  señalización	
  depen-­‐
diente	
  de	
  PI3K.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  en	
  los	
  datos	
  de	
  los	
  microarrays	
  hemos	
  observado	
  que	
  la	
  su-­‐
bunidad	
  catalítica	
  (Ppp2ca)	
  y	
  una	
  de	
  las	
  subunidades	
  reguladoras	
  (Ppp2r2d)	
  de	
  la	
  fosfatasa
PP2A	
  se	
  encuentran	
  disminuídas	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1.	
  Este	
  resultado	
  puede	
  explicar	
  también
el	
  aumento	
  de	
  p-­‐Akt,	
  puesto	
  que	
  varios	
  trabajos	
  han	
  demostrado	
  que	
  PP2A	
  es	
  capaz	
  de
actuar	
  sobre	
  Akt	
  (Ivaska	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Sato	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Asimismo,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  los
resultados	
  obtenidos	
  posteriormente	
  en	
  nuestro	
  estudio	
  (Figura  43),	
  otra	
  posible	
  explica-­‐
ción	
  (en	
  relación	
  con	
  la	
  anterior),	
  puede	
  estar	
  asociada	
  con	
  un	
  aumento	
  del	
  ROS	
  intrace-­‐
lular,	
  que	
  conduciría	
  a	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  actividad	
  fosfatasa	
  en	
  la	
  célula	
  (Meng	
  et	
  al.,
2002;	
  Wright	
  et	
  al.,	
  2009).	
  No	
  obstante,	
  esta	
  hipótesis	
  la	
  explicaremos	
  más	
  adelante,	
  en	
  la
discusión	
  del	
  modelo	
  de	
  shRNA,	
  donde	
  se	
  analizaron	
  los	
  niveles	
  de	
  ROS	
  intracelular.	
  Por
último,	
  la	
  expresión	
  de	
  Phlda3,	
  un	
  competidor	
  específico	
  de	
  Akt	
  en	
  la	
  interacción	
  con	
  la
membrana	
  a	
  través	
  del	
  dominio	
  PH	
  (Kawase	
  et	
  al.,	
  2009),	
  está	
  disminuida	
  en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1,
pudiendo	
  contribuir	
  al	
  aumento	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Akt.
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A	
  pesar	
  del	
  aumento	
  de	
  p-­‐Akt	
  en	
  ambas	
  líneas	
  ko,	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  la	
  fosforila-­‐
ción	
  de	
  sus	
  efectores	
  no	
  mostraron	
  las	
  diferencias	
  esperadas.	
  Así,	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1,	
  sólo
la	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K	
  (Thr389)	
  presentó	
  un	
  ligero	
  aumento	
  tras	
  30	
  minutos	
  de	
  estimu-­‐
lación	
  con	
  FBS	
  (Figura  27-­‐C),	
  coincidiendo	
  con	
  el	
  pico	
  de	
  p-­‐Akt	
  observado	
  en	
  la	
  Figura  23-­‐
C).	
   En	
   las	
   muestras	
   tratadas	
   con	
   wortmanina	
   esta	
   fosforilación	
   fue	
   prácticamente
indetectable,	
  de	
  acuerdo	
  con	
  su	
  dependencia	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K-­‐Akt	
  (Figura  27-­‐C).	
  Por	
  el	
  con-­‐
trario,	
  la	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K en	
  Thr421/ser424,	
  los	
  residuos	
  presuntamente	
  fosforilados
por	
  MAPKs	
  (Fenton	
  and	
  Gout,	
  2011;	
  Ferrari	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Mukhopadhyay	
  et	
  al.,	
  1992),	
  p-­‐
GSK3β (Ser9)	
  y	
  p-­‐mTOR	
  (Ser2448),	
  mostraron	
  niveles	
  parecidos	
  a	
  los	
  MEFs	
  wt (Figura  27-­‐
A  y  B).	
  No	
  obstante,	
  pudimos	
  comprobar	
  que	
  el	
  aumento	
  de	
  expresión	
  de	
  GSK3β en
fibroblastos	
  ko-­‐Sos1 compensaba	
  la	
  existencia	
  de	
  un	
  pequeño	
  aumento	
  también	
  de	
  p-­‐
GSK3β en	
  estas	
  células	
  (probablemente	
  consecuencia	
  del	
  aumento	
  de	
  p-­‐Akt)	
  (Figura  25).
Curiosamente,	
  el	
  tratamiento	
  con	
  wortmanina	
  apenas	
  redujo	
  la	
  fosforilación	
  de	
  mTOR	
  en
Ser2448	
  (Figura  26),	
  en	
  desacuerdo	
  con	
  algunos	
  trabajos	
  que	
  proponen	
  que	
  este	
  residuo
es	
  directamente	
  fosforilado	
  por	
  Akt,	
  y	
  sensible	
  al	
  tratamiento	
  con	
  wortmanina	
  (Nave	
  et
al.,	
  1999;	
  Sekulic	
  et	
  al.,	
  2000).	
  En	
  contra	
  de	
  esta	
  idea,	
  otros	
  estudios	
  han	
  demostrado	
  que
la	
  fosforilación	
  de	
  mTOR	
  en	
  este	
  residuo	
  aumenta	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  factores	
  de	
  cre-­‐
cimiento	
  y	
  nutrientes,	
  es	
  sensible	
  al	
  tratamiento	
  con	
  rapamicina,	
  y	
  es	
  realizada	
  por	
  p70S6K

(Chiang	
  and	
  Abraham,	
  2005;	
  Holz	
  and	
  Blenis,	
  2005).	
  En	
  cualquier	
  caso,	
  la	
  diferencia	
  entre
los	
  genotipos	
  es	
  muy	
  pequeña,	
  indicando	
  que	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  en	
  estas	
  células	
  no
parece	
  tener	
  un	
  efecto	
  importante	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  mTOR	
  (Ser2448),	
  de	
  GSK3β (Ser9),
ni	
  de	
  p70S6K (Thr421/ser424).	
  

En	
   las	
   líneas	
  ko-­‐Sos2,	
   sin	
  embargo,	
  observamos	
  un	
  aumento	
   significativo	
  de	
  p-­‐p70S6K

(Thr421/Ser424)	
  tras	
  30	
  minutos	
  de	
  estimulación	
  con	
  FBS	
  (Figura  27-­‐A  y  B),	
  coincidiendo
con	
  el	
  incremento	
  de	
  p-­‐ERK1/2	
  en	
  este	
  genotipo.	
  Según	
  el	
  modelo	
  de	
  activación	
  de	
  p70S6K,
la	
  fosforilación	
  en	
  los	
  residuos	
  Thr421/Ser424,	
  localizados	
  en	
  su	
  dominio	
  autoinhibitorio,
induce	
  un	
  cambio	
  de	
  conformación	
  que	
  permite	
  la	
  posterior	
  fosforilación	
  en	
  Thr389,	
  lo
que	
  provoca	
  la	
  activación	
  de	
  esta	
  quinasa	
  (Fenton	
  and	
  Gout,	
  2011).	
  De	
  hecho,	
  la	
  mayoría
de	
  estudios	
  publicados	
  consideran	
  la	
  fosforilación	
  en	
  Thr389	
  reflejo	
  del	
  estado	
  de	
  activa-­‐
ción	
  de	
  p70S6K.	
  En	
  concordancia	
  con	
  el	
  aumento	
  de	
  p-­‐Akt,	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2 también	
  pre-­‐
sentan	
  un	
  ligero	
  aumento	
  de	
  p-­‐p70S6K en	
  Thr389	
  tras	
  30	
  minutos	
  de	
  estimulación	
  con	
  FBS
(Figura  27-­‐C).	
  La	
   inhibición	
  tras	
  el	
   tratamiento	
  con	
  wortmanina	
   fue	
  mucho	
  menor	
  en
Thr421/Ser424	
  que	
  en	
  Thr389	
  (Figura  27-­‐C),	
  reforzando	
  la	
  idea	
  de	
  que	
  ambos	
  residuos
están	
  regulados	
  por	
  quinasas	
  diferentes.	
  Estos	
  datos	
  proponen	
  que	
  las	
  MAPKs	
  ERK1/2	
  (o
sus	
  quinasas	
  efectoras),	
  podrían	
  participar	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  p70S6K en	
  Thr421/Ser424.
Si	
  bien,	
  hay	
  que	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  wortmanina	
  también	
  redujo	
  la
fosforilación	
  en	
  estos	
  residuos,	
  indicando	
  que	
  además	
  de	
  las	
  MAPKs,	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  PI3K
también	
  parece	
  regular	
  esta	
  fosforilación.	
  Por	
  último,	
  los	
  niveles	
  de	
  p-­‐GSK3β (Ser9)	
  y	
  p-­‐
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mTOR	
  (Ser2448)	
  en	
  ko-­‐Sos2 fueron	
  comparables	
  a	
  los	
  MEFs	
  wt (Figura  25  y  26),	
  señalando
que	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos2	
  tampoco	
  altera	
  la	
  fosforilación	
  de	
  estas	
  proteínas.

La	
  convergencia,	
  y	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  el	
  antagonismo,	
  que	
  caracteriza	
  la	
  interacción	
  entre
las	
  rutas	
  de	
  las	
  MAPKs	
  y	
  PI3K/Akt,	
  hace	
  complicada	
  la	
  interpretación	
  de	
  estos	
  resultados.
Como	
  comentamos	
  en	
  la	
  introducción,	
  además	
  de	
  que	
  ambas	
  rutas	
  comparten	
  muchas
de	
  sus	
  proteínas	
  efectoras,	
  como	
  GSK3β,	
  p70S6K y	
  mTOR,	
  éstas	
  interaccionan	
  entre	
  sí	
  aña-­‐
diendo	
  más	
  complejidad	
  a	
  la	
  regulación	
  de	
  las	
  mismas	
  (Mendoza	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Asimismo,
la	
  estimulación	
  con	
  FBS,	
  que	
  puede	
  activar	
  múltiples	
  rutas	
  de	
  señalización,	
  redunda	
  en	
  el
ruido	
  y	
  complica	
  la	
  observación	
  de	
  una	
  consecuencia	
  más	
  o	
  menos	
  directa	
  de	
  la	
  ausencia
de	
  Sos1.	
  De	
  hecho,	
  si	
  observamos	
  los	
  resultados	
  del	
  capítulo	
  3,	
  aunque	
  el	
  aumento	
  de	
  p-­‐
Akt	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  FBS	
  (Figura  34)	
  es	
  incluso	
  mayor	
  que	
  con	
  PDGF	
  (Figura  36),	
  el
incremento	
  en	
  las	
  fosforilaciones	
  de	
  proteínas	
  efectoras	
  (como	
  GSK3β)	
  es	
  mayor	
  con	
  PDGF,
quizá	
  por	
  la	
  reducción	
  de	
  posibles	
  compensaciones.	
  Es	
  probable	
  que	
  el	
  efecto	
  neto	
  de	
  la
estimulación	
  con	
  FBS	
  sobre	
  la	
  fosforilación	
  de	
  estos	
  efectores	
  compense	
  o	
  atenúe	
  las	
  dife-­‐
rencias	
  observadas	
  en	
  p-­‐Akt.	
  De	
  hecho,	
  la	
  posición	
  de	
  estos	
  efectores	
  en	
  la	
  ruta	
  favorece
la	
  integración	
  de	
  señales	
  de	
  diversa	
  procedencia	
  sobre	
  la	
  fosforilación	
  de	
  los	
  mismos.	
  Con-­‐
siderando	
  todas	
  las	
  opciones,	
  también	
  es	
  posible	
  que	
  el	
  aumento	
  de	
  p-­‐Akt	
  no	
  sea	
  suficiente
para	
  inducir	
  un	
  incremento	
  proporcional	
  en	
  sus	
  efectores,	
  si	
  bien,	
  este	
  argumento	
  no	
  es
demasiado	
  sólido	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  con	
  EGF	
  y	
  PDGF	
  en	
  células
shSos1 (Figura  36).	
  Por	
  último,	
  la	
  detección	
  de	
  cambios	
  pequeños	
  cuando	
  se	
  utilizan	
  varias
líneas	
  distintas	
  de	
  un	
  mismo	
  genotipo	
  es	
  complicado,	
  pues	
  la	
  variabilidad	
  biológica	
  puede
ocultar	
  fácilmente	
  las	
  diferencias.

El	
  principal	
  problema	
  que	
  plantean	
  todos	
  estos	
  resultados	
  en	
  conjunto	
  es	
  la	
  controversia
entre	
  los	
  datos	
  proliferativos	
  y	
  el	
  estado	
  de	
  fosforilación	
  de	
  las	
  rutas	
  mediadas	
  por	
  Ras.	
  En
ambas	
  líneas	
  ko hemos	
  observado	
  un	
  retraso	
  de	
  la	
  proliferación,	
  que	
  en	
  fibroblastos	
  ko-­‐
Sos2 no	
  podemos	
  explicar	
  con	
  ninguno	
  de	
  los	
  cambios	
  observados	
  en	
  las	
  rutas	
  de	
  señali-­‐
zación,	
  ya	
  que	
  todas	
  presentan	
  un	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  mayor	
  o	
  igual	
  que	
  las	
  células
control.	
  En	
  este	
  contexto,	
  hay	
  que	
  recordar	
  además,	
  que	
  el	
  descenso	
  de	
  la	
  Ccnd1	
  no	
  se
confirmó	
  en	
  una	
  de	
  las	
  líneas	
  (Figura  28).	
  Estos	
  resultados,	
  junto	
  con	
  la	
  oposición	
  que	
  su-­‐
ponen	
  los	
  obtenidos	
  en	
  el	
  análisis	
  proliferativo	
  de	
  clones	
  shSos2 (Figura  37),	
  apuntan	
  a	
  la
posibilidad	
  de	
  que	
  el	
  crecimiento	
  de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos2 constituya	
  una	
  característica	
  intrín-­‐
seca	
  más	
  que	
  una	
  consecuencia	
  de	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos2.	
  Aún	
  así,	
  no	
  podemos	
  descartar
que	
  realmente	
  sea	
  un	
  efecto	
  de	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos2,	
  ni	
  que	
  muchos	
  otros	
  factores	
  que	
  no
hemos	
  analizado	
  en	
  este	
  trabajo	
  puedan	
  explicar	
  el	
  retraso	
  proliferativo.	
  Evidentemente,
la	
  utilización	
  de	
  un	
  sistema	
  de	
  eliminación	
  inducible	
  sería	
  uno	
  de	
  los	
  mejores	
  escenarios
para	
  confirmar	
  el	
  fenotipo	
  debido	
  a	
  la	
  ausencia	
  de	
  una	
  proteína.

Respecto	
  a	
  los	
  resultados	
  en	
  ko-­‐Sos1,	
  la	
  señalización	
  a	
  través	
  de	
  las	
  MAPKs	
  ERK1/2	
  parece
estar	
  reducida	
  sólo	
  a	
  largo	
  plazo	
  (seguramente	
  como	
  consecuencia	
  de	
  una	
  menor	
  activa-­‐
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ción	
  de	
  Ras	
  que	
  no	
  hemos	
  conseguido	
  demostrar	
  con	
  claridad	
  en	
  este	
  capítulo),	
  mientras
que	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  PI3K	
  el	
  incremento	
  de	
  p-­‐Akt	
  no	
  parece	
  transmitirse	
  a	
  sus	
  efectores	
  (con
la	
  excepción	
  de	
  p-­‐p70S6K (Thr389)	
  a	
  los	
  30	
  minutos	
  de	
  estimulación).	
  La	
  integración	
  de	
  estos
resultados	
  con	
  los	
  datos	
  proliferativos	
  resulta	
  más	
  coherente	
  en	
  este	
  caso.	
  Así,	
  se	
  ha	
  des-­‐
crito	
  que	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  es	
  necesaria	
  para	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  del
ciclo	
  celular	
  (Torii	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Esta	
  activación	
  de	
  ERK	
  mantenida	
  en	
  el	
  tiempo	
  es	
  esencial
para	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  Ccnd1	
  (Balmanno	
  and	
  Cook,	
  1999;	
  Lavoie	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Weber	
  et	
  al.,
1997),	
  entre	
  otros	
  genes,	
  y	
  recordemos	
  que	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1mostraron	
  un	
  descenso	
  no-­‐
table	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  (Figura  28).	
  Por	
  tanto,	
  estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  la	
  disminución
de	
  Ccnd1/2,	
  probablemente	
  debida	
  a	
  la	
  reducción	
  en	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK,	
  podría
explicar	
  el	
  retraso	
  proliferativo	
  en	
  ausencia	
  de	
  Sos1.	
  En	
  relación	
  con	
  este	
  mecanismo	
  de
regulación	
  transcripcional,	
  mencionar	
  que	
  no	
  hemos	
  encontrado	
  cambios	
  de	
  expresión
significativos	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  IEGs	
  descritos	
  (Fambrough	
  et	
  al.,	
  1999),	
  consolidando	
  la
idea	
  de	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  a	
  tiempos	
  cortos	
  no	
  está	
  afectada	
  en	
  células	
  ko-­‐Sos1.	
  Sin
embargo,	
  la	
  inducción	
  de	
  otros	
  genes	
  de	
  expresión	
  más	
  tardía	
  que	
  requieren	
  la	
  activación
sostenida	
  de	
  ERK,	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  Ccnd1,	
  se	
  encuentra	
  reducida.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  células
ko-­‐Sos2,	
  la	
  expresión	
  de	
  estos	
  IEGs	
  tampoco	
  presentó	
  cambios	
  significativos,	
  indicando
que	
  en	
  estos	
  MEFs	
  el	
  aumento	
  de	
  p-­‐ERK	
  a	
  corto	
  plazo	
  no	
  tiene	
  un	
  efecto	
  importante	
  sobre
la	
  expresión	
  génica.

(iii)  Efecto  de  la  eliminación  de  Sos  en  la  muerte  celular  inducida  por  estrés  oxidativo

Los	
  cambios	
  de	
  expresión	
  en	
  genes	
  implicados	
  en	
  muerte	
  celular	
  y	
  respuesta	
  a	
  estrés	
  en
líneas	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2 (detallados	
  en	
  análisis	
  funcional	
  de	
  los	
  microarrays,	
  pág.	
  75)	
  nos
llevaron	
  a	
  preguntarnos	
  si	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos	
  podría	
  alterar	
  estos	
  procesos.	
  Los	
  resultados
obtenidos	
  en	
  los	
  ensayos	
  de	
  viabilidad	
  celular	
  revelaron	
  por	
  un	
  lado,	
  que	
  no	
  existía	
  muerte
celular	
  en	
  ninguna	
  de	
  las	
  líneas	
  ko en	
  condiciones	
  normales	
  de	
  crecimiento,	
  por	
  lo	
  que	
  la
ausencia	
  de	
  Sos1	
  o	
  Sos2	
  per	
  sé	
  no	
  afecta	
  a	
  la	
  supervivencia	
  en	
  estas	
  células.	
  Por	
  otro	
  lado,
mostraron	
  que	
  la	
  muerte	
  de	
  fibroblastos	
  ko-­‐Sos1 tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP,	
  y	
  por	
  tanto
en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo,	
  era	
  significativamente	
  menor	
  que	
  la	
  de	
  MEFs	
  wt y	
  ko-­‐
Sos2 (cuyos	
  resultados	
  fueron	
  muy	
  similares)	
  (Figura  29).	
  Lógicamente,	
  el	
  incremento	
  en
la	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  detectado	
  en	
  líneas	
  ko-­‐Sos1 (cerca	
  del	
  doble	
  respecto	
  a	
  MEFs	
  wt),	
  y
además	
  superior	
  al	
  aumento	
  de	
  p-­‐Akt	
  en	
  ko-­‐Sos2,	
  podría	
  estar	
  relacionado	
  con	
  esta	
  mayor
supervivencia	
  al	
  estrés	
  oxidativo.	
  Sin	
  embargo,	
  si	
  nos	
  fijamos	
  en	
  los	
  datos	
  de	
  estos	
  mismos
experimentos	
  en	
  el	
  modelo	
  de	
  shRNA,	
  observamos	
  el	
  resultado	
  contrario.	
  La	
  fosforilación
de	
  Akt	
  aumenta	
  igualmente,	
  pero	
  la	
  muerte	
  celular	
  inducida	
  por	
  tBHP	
  es	
  significativamente
mayor	
  en	
  los	
  clones	
  shSos1 (Figura  41).	
  Aunque	
  se	
  discutirá	
  más	
  adelante,	
  creemos	
  que
en	
  este	
  caso,	
  los	
  resultados	
  procedentes	
  de	
  un	
  modelo	
  en	
  el	
  que	
  la	
  reducción	
  de	
  Sos	
  es
posterior	
  al	
  proceso	
  de	
  inmortalización,	
  son	
  más	
  fiables,	
  pues	
  la	
  sensibilidad	
  al	
  estrés	
  oxi-­‐
dativo	
  pudo	
  haber	
  sido	
  superada	
  por	
  el	
  proceso	
  de	
  inmortalización	
  que	
  dio	
  lugar	
  a	
  las	
  líneas
estables.
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De	
  todas	
  formas,	
  no	
  podemos	
  descartar	
  otras	
  causas	
  del	
  incremento	
  en	
  la	
  supervivencia
de	
  las	
  líneas	
  ko-­‐Sos1,	
  como	
  por	
  ejemplo,	
  un	
  defecto	
  en	
  los	
  mecanismos	
  que	
  inducen	
  la
muerte	
  celular	
  (más	
  que	
  una	
  mayor	
  señalización	
  de	
  supervivencia).	
  Como	
  comentamos
en	
  la	
  discusión	
  del	
  análisis	
  funcional,	
  varios	
  indicios	
  apuntan	
  a	
  una	
  menor	
  actividad	
  de	
  p53
en	
  células	
  ko-­‐Sos1.	
  La	
  reducción	
  de	
  varias	
  de	
  sus	
  dianas	
  transcripcionales,	
  y	
  el	
  aumento
de	
  expresión	
  de	
  genes	
  implicados	
  en	
  la	
  degradación	
  del	
  mismo	
  (Ube2l3),	
  sugieren	
  que	
  las
células	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  podrían	
  tener	
  problemas	
  para	
  inducir	
  la	
  muerte	
  celular	
  ante
estímulos	
  de	
  estrés.

3.  Modelo  de  inhibición  estable  mediante  shRNA

La	
  generación	
  de	
  los	
  clones	
  shSos1,	
  shSos2,	
  y	
  sus	
  respectivos	
  shControl,	
  se	
  realizó	
  con	
  el
objetivo	
  de	
  comparar	
  y	
  validar	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  con	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 y	
  ko-­‐Sos2.
Algunos	
  de	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  con	
  estas	
  líneas	
  fueron	
  contradictorios	
  y/o	
  difíciles
de	
  interpretar	
  en	
  base	
  a	
  la	
  literatura	
  previa.	
  El	
  hecho	
  de	
  que	
  estos	
  fibroblastos	
  estén	
  in-­‐
mortalizados,	
  y	
  de	
  que	
  hayamos	
  utilizado	
  varias	
  líneas	
  del	
  mismo	
  genotipo	
  (aunque	
  esto
a	
  su	
  vez	
  aporta	
  un	
  valor	
  biológico	
  y	
  estadístico	
  necesario),	
  puede	
  haber	
  influido	
  en	
  el	
  grado
de	
  variabilidad,	
  y	
  en	
  determinados	
  casos	
  de	
  incoherencia,	
  obtenido	
  en	
  algunos	
  de	
  los	
  ex-­‐
perimentos.	
  Por	
  estas	
  razones,	
  decidimos	
  utilizar	
  una	
  estrategia	
  alternativa,	
  inhibiendo	
  la
expresión	
  de	
  Sos	
  mediante	
  silenciamiento	
  estable	
  con	
  shRNA	
  en	
  las	
  líneas	
  MEFs	
  wt utili-­‐
zadas	
  previamente	
  (intentando	
  mantener	
  un	
  fondo	
  genético	
  comparable).	
  Este	
  modelo
ofrece	
  la	
  ventaja	
  de	
  poder	
  observar	
  los	
  efectos	
  directos	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  Sos,	
  pues	
  no
existe	
  un	
  proceso	
  posterior	
  de	
  “selección	
  natural”	
  que	
  pueda	
  modificar	
  el	
  fenotipo.	
  De
hecho,	
  varios	
  trabajos	
  han	
  descrito	
  modificaciones	
  en	
  el	
  fenotipo	
  tras	
  la	
  inmortalización
de	
  MEFs	
  primarios	
  (derivados	
  de	
  ratones	
  ko),	
  por	
  ejemplo,	
  cambios	
  en	
  la	
  tasa	
  de	
  creci-­‐
miento	
  de	
  los	
  cultivos	
  (Barriere	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  2010).

(i)  Especificidad  funcional:  papel  de  Sos1  en  la  proliferación  y  la  señalización  intracelular

El	
  análisis	
  de	
  la	
  proliferación	
  en	
  clones	
  shSos1 y	
  shSos2 reveló	
  que,	
  a	
  diferencia	
  de	
  los	
  MEFs
ko-­‐Sos2,	
  los	
  fibroblastos	
  shSos2 no	
  presentaban	
  una	
  reducción	
  en	
  el	
  crecimiento	
  (Figura
37).	
  De	
  acuerdo	
  con	
  esto,	
  tampoco	
  observamos	
  diferencias	
  en	
  los	
  perfiles	
  del	
  ciclo	
  celular
(Figura  39-­‐A).	
  Lógicamente,	
  un	
  60%	
  de	
  inhibición	
  en	
  clones	
  shSos2,	
  no	
  es	
  comparable	
  con
la	
  ausencia	
  total	
  de	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos2,	
  planteando	
  que	
  sólo	
  la	
  pérdida	
  completa	
  de	
  esta
proteína	
  podría	
  tener	
  un	
  efecto	
  proliferativo	
  evidente.	
  Sin	
  embargo,	
  si	
  nos	
  fijamos	
  en	
  el
resto	
  de	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  ambos	
  modelos	
  (principalmente	
  la	
  activación	
  de	
  las	
  rutas
efectoras	
  de	
  Ras),	
  éstos	
  se	
  ajustan	
  mejor	
  al	
  fenotipo	
  de	
  las	
  células	
  shSos2,	
  pues	
  es	
  más
probable	
  que	
  no	
  existan	
  defectos	
  de	
  crecimiento	
  en	
  un	
  contexto	
  en	
  el	
  que	
  la	
  señalización
proliferativa	
  es	
  similar	
  a	
  los	
  controles.	
  Además,	
  una	
  disminución	
  del	
  60%	
  podría	
  ser	
  sufi-­‐
ciente	
  para	
  detectar	
  una	
  reducción	
  en	
  la	
  tasa	
  proliferativa,	
  como	
  demuestra	
  el	
  clon	
  shSos1
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#2	
  (Figura  37).	
  Por	
  otra	
  parte,	
  la	
  menor	
  proliferación	
  de	
  los	
  clones	
  shSos1 coincide	
  con	
  el
resultado	
  obtenido	
  en	
  células	
  ko-­‐Sos1,	
  apoyando	
  la	
  idea	
  de	
  que	
  Sos1	
  participa	
  en	
  el	
  control
de	
  la	
  proliferación	
  celular.	
  De	
  hecho,	
  tanto	
  el	
  perfil	
  del	
  ciclo	
  celular	
  (incremento	
  del	
  %	
  de
células	
  en	
  G1),	
  como	
  la	
  disminución	
  de	
  PCNA	
  y	
  del	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  RB	
  (Ser780),
indican	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  Sos1	
  produce	
  un	
  retraso	
  en	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  fase	
  G1	
  del	
  ciclo
(Figura  39).	
  Asimismo,	
  la	
  disminución	
  de	
  las	
  ciclinas	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  en	
  clones	
  shSos1 (tanto
a	
  nivel	
  transcripcional	
  como	
  proteico)	
  puede	
  explicar,	
  al	
  menos	
  en	
  parte,	
  el	
  fenotipo	
  pro-­‐
liferativo	
  que	
  observamos	
  en	
  estas	
  células.	
  De	
  acuerdo	
  con	
  estos	
  datos,	
  experimentos	
  re-­‐
alizados	
  en	
  líneas	
  HGF1	
  (portadoras	
  del	
  mutante	
  hiperactivo	
  de	
  SOS1)	
  han	
  demostrado
que	
  el	
  incremento	
  en	
  la	
  actividad	
  de	
  SOS1	
  resulta	
  en	
  una	
  mayor	
  tasa	
  proliferativa,	
  y	
  en	
  un
aumento	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  Ccnd1,	
  Ccnd2,	
  CcnE,	
  PCNA,	
  y	
  de	
  RB	
  fosforilado	
  (Jang	
  et	
  al.,
2007).	
  Todos	
  estos	
  datos,	
  junto	
  con	
  la	
  disminución	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2	
  observada	
  también
en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1,	
  refuerzan	
  el	
  papel	
  de	
  Sos1	
  en	
  el	
  control	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  estas	
  ciclinas.	
  

La	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK1/2	
  es	
  esencial	
  para	
  la	
  acumulación	
  de	
  la	
  Ccnd1	
  durante	
  la
fase	
  G1	
  del	
  ciclo	
  (Balmanno	
  and	
  Cook,	
  1999;	
  Weber	
  et	
  al.,	
  1997).	
  En	
  el	
  modelo	
  anterior
observamos	
  una	
  menor	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  a	
  largo	
  plazo,	
  y	
  sugerimos	
  que	
  podría	
  ser
la	
  responsable	
  de	
  la	
  reducción	
  de	
  Ccnd1.	
  En	
  este	
  modelo,	
  no	
  conocemos	
  el	
  nivel	
  de	
  p-­‐
ERK1/2	
  a	
  largo	
  plazo,	
  si	
  bien,	
  dado	
  que	
  el	
  resto	
  de	
  resultados	
  de	
  señalización	
  no	
  pueden
explicar	
  esta	
  disminución,	
  y	
  a	
  la	
  vista	
  de	
  las	
  coincidencias	
  en	
  ambos	
  modelos,	
  pensamos
que	
  esta	
  hipótesis	
  es	
  probable.	
  En	
  los	
  clones	
  shSos2,	
  la	
  presencia	
  de	
  Ccnd1	
  probablemente
puede	
  compensar	
  la	
  reducción	
  de	
  Ccnd2,	
  explicando	
  que	
  no	
  existan	
  cambios	
  en	
  la	
  progre-­‐
sión	
  del	
  ciclo	
  celular	
  (Figura  38  y  39).	
  

Continuando	
  con	
  este	
  problema,	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  Sos	
  sobre	
  la	
  activación	
  de
Rac1	
  puede	
  ser	
  relevante	
  por	
  varios	
  motivos.	
  Esta	
  GTPasa	
  también	
  regula	
  la	
  expresión	
  gé-­‐
nica,	
  y	
  en	
  fibroblastos,	
  favorece	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  celular	
  mediante	
  la	
  inducción	
  de	
  la
Ccnd1	
  a	
  través	
  de	
  NF-­‐kB	
  (Joyce	
  et	
  al.,	
  1999),	
  y	
  también	
  independientemente	
  del	
  mismo
(Klein	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Westwick	
  et	
  al.,	
  1997).	
  A	
  favor	
  de	
  esta	
  idea,	
  como	
  comentamos	
  en	
  la	
  in-­‐
troducción,	
  la	
  activación	
  de	
  PI3K	
  por	
  integrinas	
  en	
  células	
  endoteliales	
  estimula	
  la	
  actividad
GEF	
  de	
  Sos	
  sobre	
  Rac1,	
  cuya	
  activación	
  promueve	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  mediante	
  la	
  ex-­‐
presión	
  de	
  Ccnd1	
  (Mettouchi	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Además,	
  varios	
  estudios	
  han	
  demostrado	
  que
en	
  fibroblastos,	
  NF-­‐kB	
  regula	
  directamente	
  la	
  inducción	
  de	
  Ccnd1	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con
FBS	
  (Guttridge	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Hinz	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Por	
  estas	
  razones,	
  aunque	
  la	
  determinación
de	
  p-­‐IkBα	
  (Ser32)	
  no	
  es	
  un	
  análisis	
  directo	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  NF-­‐kB,	
  y	
  que	
  responder	
  a	
  esa
pregunta	
  requiere	
  experimentos	
  adicionales,	
  el	
  resultado	
  obtenido	
  sugiere	
  una	
  disminución
de	
  la	
  actividad	
  de	
  NF-­‐kB	
  en	
  células	
  shSos1 respecto	
  a	
  shControl (Figura  44-­‐C).	
  Este	
  dato
también	
  podría	
  explicar	
  la	
  reducción	
  del	
  60%	
  en	
  el	
  mRNA	
  de	
  Ccnd1	
  (Figura  38-­‐A).	
  Por	
  tanto,
sería	
  interesante	
  analizar	
  la	
  activación	
  de	
  Rac	
  en	
  fibroblastos	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  y	
  Sos2,	
  e
igualmente	
  comprobar	
  si	
  la	
  activación	
  de	
  NF-­‐kB	
  por	
  Rac	
  tras	
  la	
  estimulación	
  mitogénica	
  es
relevante	
  en	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  y	
  la	
  expresión	
  de	
  Ccnd1	
  en	
  estas	
  células.
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Por	
  otro	
  lado,	
  el	
  análisis	
  de	
  los	
  inhibidores	
  de	
  ciclo	
  p27KIP1 y	
  p21CIP1,	
  cuyos	
  niveles	
  proteicos
también	
  están	
  regulados	
  por	
  las	
  vías	
  de	
  señalización	
  estudiadas,	
  no	
  ha	
  aportado	
  pistas	
  im-­‐
portantes	
  al	
  panorama	
  proliferativo	
  (Figura  40).	
  De	
  hecho,	
  aunque	
  el	
  aumento	
  de	
  p27KIP1

en	
  células	
  shSos2 es	
  obvio,	
  no	
  parece	
  tener	
  un	
  efecto	
  evidente	
  en	
  la	
  tasa	
  de	
  crecimiento
ni	
  en	
  el	
  perfil	
  del	
  ciclo	
  celular.	
  Sin	
  embargo,	
  la	
  ligera	
  disminución	
  de	
  sus	
  niveles	
  en	
  células
shSos1,	
  quizá	
  es	
  una	
  consecuencia	
  del	
  aumento	
  en	
  la	
  señalización	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K-­‐Akt,	
  sin
que	
  haya	
  llegado	
  a	
  revertir	
  (al	
  menos	
  completamente)	
  el	
  retraso	
  en	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  fase
G1.

(ii)  Hipótesis  del  efecto  del  estrés  oxidativo  sobre  la  señalización  intracelular

En	
  el	
  estudio	
  de	
  las	
  rutas	
  de	
  señalización,	
  detectamos	
  una	
  clara	
  disminución	
  de	
  Ras	
  acti-­‐
vado	
  en	
  células	
  shSos1,	
  frente	
  a	
  los	
  resultados	
  previos	
  con	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1.	
  Además,	
  confir-­‐
mando	
  los	
  resultados	
  anteriores,	
  observamos	
  niveles	
  de	
  p-­‐ERK	
  similares	
  a	
  los	
  controles	
  y
un	
  incremento	
  considerable	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Akt	
  (Figuras  32,  33  y  34).	
  La	
  discrepancia
en	
  los	
  niveles	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  podría	
  explicarse	
  porque	
  los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 se	
  hayan
adaptado	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  inmortalización,	
  o	
  porque	
  la	
  variabilidad	
  de	
  las	
  distintas	
  líneas
hace	
  que	
  no	
  existan	
  diferencias.	
  Por	
  su	
  parte,	
  los	
  clones	
  shSos2 presentan	
  en	
  todos	
  los
casos	
  niveles	
  de	
  activación	
  semejantes	
  a	
  los	
  controles,	
  indicando	
  que	
  Sos1	
  está	
  compen-­‐
sando	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos2.	
  Si	
  bien,	
  podemos	
  destacar	
  una	
  tendencia	
  a	
  mayor	
  fosforilación
sobre	
  todo	
  en	
  ERK1/2,	
  Akt,	
  y	
  p-­‐p70S6K (Thr421/Ser424),	
  similar	
  a	
  los	
  datos	
  de	
  ko-­‐Sos2,	
  y
que	
  en	
  ambos	
  casos	
  podría	
  estar	
  relacionada	
  con	
  una	
  mayor	
  potencia	
  biológica	
  de	
  Sos1
respecto	
  a	
  Sos2.	
  

Uno	
  de	
  los	
  aspectos	
  que	
  más	
  nos	
  llamó	
  la	
  atención	
  en	
  los	
  estudios	
  de	
  señalización	
  en	
  clones
shSos1,	
  fue	
  que	
  prácticamente	
  todas	
  las	
  proteínas	
  analizadas	
  estaban	
  consistentemente
más	
  fosforiladas	
  que	
  en	
  las	
  células	
  shControl.	
  La	
  excepción	
  la	
  encontramos	
  en	
  p-­‐p70S6K

(Thr421/Ser424)	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  FBS,	
  cuyo	
  resultado	
  (sin	
  cambios	
  respecto	
  al	
  con-­‐
trol)	
  concuerda	
  con	
  los	
  datos	
  obtenidos	
  para	
  ERK1/2,	
  e	
  igualmente	
  con	
  los	
  que	
  observamos
en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 para	
  los	
  mismos	
  residuos	
  de	
  ERK1/2	
  y	
  p70S6K (Figura  35).	
  Así,	
  observamos
un	
  incremento	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  Akt,	
  p70S6K (Thr389),	
  GSK3β (Ser9),	
  y	
  también	
  en	
  JNK
(Thr183/Tyr185)	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  FBS,	
  que	
  en	
  casi	
  todos	
  los	
  casos	
  se	
  hace	
  más	
  acu-­‐
sado	
  si	
  las	
  células	
  son	
  estimuladas	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  específicos.	
  En	
  estas	
  con-­‐
diciones	
  (tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  PDGF	
  y	
  EGF),	
  incluso	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  y	
  p70S6K

(Thr421/Ser424)	
  parece	
  mostrar	
  un	
  ligero	
  aumento	
  en	
  clones	
  shSos1 (Figura  36-­‐A  y  B).	
  

Hasta	
  ese	
  momento,	
  suponíamos	
  que	
  el	
  incremento	
  de	
  p-­‐Akt	
  era	
  el	
  responsable	
  del	
  au-­‐
mento	
  de	
  p-­‐GSK3β y	
  p-­‐p70S6K (Thr389).	
  Inesperadamente,	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  en	
  estas
células	
  no	
  indujo	
  activación	
  de	
  Akt,	
  indicando	
  que	
  otra/s	
  quinasas	
  debían	
  ser	
  las	
  respon-­‐
sables	
  del	
  incremento	
  en	
  las	
  fosforilaciones	
  de	
  las	
  proteínas	
  efectoras	
  tras	
  la	
  estimulación
con	
  EGF.	
  Una	
  posible	
  candidata	
  sería	
  la	
  quinasa	
  SGK,	
  pues	
  es	
  activada	
  por	
  PI3K	
  y	
  pertenece
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a	
  la	
  familia	
  de	
  quinasas	
  AGC,	
  pudiendo	
  compartir	
  muchos	
  de	
  los	
  sustratos	
  de	
  esta	
  familia
de	
  quinasas	
  (Mendoza	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Vivanco	
  and	
  Sawyers,	
  2002).	
  Sin	
  embargo,	
  existe	
  un
dato	
  quizá	
  más	
  relevante,	
  que	
  nos	
  hizo	
  plantearnos	
  otra	
  hipótesis	
  diferente.	
  Curiosamente,
en	
  condiciones	
  de	
  privación	
  de	
  suero,	
  en	
  las	
  que	
  no	
  existen	
  señales	
  mitogénicas	
  extrace-­‐
lulares,	
  observamos	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  en	
  proteínas	
  como	
  GSK3β y	
  p70S6K (Thr389),
que	
  en	
  algunos	
  casos	
  llegaban	
  a	
  superar	
  los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  las	
  células	
  control
estimuladas	
  con	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  (Figura  36-­‐B,	
  ver	
  fosforilación	
  basal	
  de	
  GSK3β).
Estos	
  resultados	
  no	
  podíamos	
  interpretarlos	
  como	
  una	
  consecuencia	
  del	
  aumento	
  en	
  la
actividad	
  de	
  PI3K	
  o	
  de	
  una	
  mayor	
  activación	
  de	
  Akt,	
  sino	
  que	
  más	
  bien	
  apuntaban	
  a	
  un
mecanismo	
  distinto.	
  En	
  este	
  sentido,	
  habíamos	
  descubierto	
  que	
  en	
  condiciones	
  normales,
las	
  células	
  shSos1 presentaban	
  un	
  incremento	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  respecto
a	
  shControl (Figura  43-­‐C).	
  Diversos	
  trabajos	
  han	
  demostrado	
  que	
  un	
  aumento	
  de	
  ROS	
  puede
provocar	
  la	
  oxidación	
  e	
  inactivación	
  reversible	
  de	
  diversas	
  fosfatasas	
  celulares,	
  provocando
un	
  aumento	
  de	
  la	
  señalización	
  intracelular	
  (Meng	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Whisler	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Esta
idea	
  podría	
  explicar	
  que	
  la	
  mayoría	
  de	
  proteínas	
  se	
  encuentren	
  en	
  un	
  estado	
  de	
  mayor	
  fos-­‐
forilación	
  incluso	
  en	
  ausencia	
  de	
  un	
  estímulo	
  extracelular.	
  Adicionalmente,	
  los	
  resultados
de	
  los	
  microarrays	
  mostraron	
  una	
  reducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  PP2A,	
  que	
  también	
  podría
contribuir	
  a	
  este	
  aumento	
  de	
  la	
  fosforilación.

Las	
  especies	
  reactivas	
  de	
  oxígeno	
  (ROS)	
  son	
  generadas	
  durante	
  el	
  metabolismo	
  oxidativo
mitocondrial	
  y	
  también	
  en	
  respuesta	
  a	
  citoquinas,	
  compuestos	
  xenobióticos	
  y	
  agentes	
  in-­‐
fecciosos.	
  Estas	
  especies	
  funcionan	
  como	
  moléculas	
  señalizadoras,	
  y	
  regulan	
  la	
  proliferación
y	
  la	
  supervivencia	
  celular	
  mediante	
  su	
  efecto	
  sobre	
  rutas	
  de	
  señalización	
  intracelular,	
  como
las	
  MAPKs	
  y	
  PI3K/Akt	
  (Guyton	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Martindale	
  and	
  Holbrook,	
  2002;	
  Ray	
  et	
  al.,	
  2012;
Wang	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Así,	
  se	
  ha	
  desmotrado	
  que	
  JNK	
  y	
  p38	
  pueden	
  ser	
  activadas	
  por	
  un	
  au-­‐
mento	
  de	
  ROS	
  a	
  través	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  ASK1	
  (Gotoh	
  and	
  Cooper,	
  1998;	
  Tobiume	
  et	
  al.,
2001),	
  y	
  que	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  es	
  estimulada	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo	
  (Van	
  der
Kaay	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Igualmente,	
  uno	
  de	
  los	
  principales	
  mecanismos	
  por
los	
  que	
  ROS	
  estimula	
  la	
  señalización	
  intracelular	
  es	
  a	
  través	
  de	
  la	
  inhibición	
  de	
  fosfatasas
(Meng	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Wright	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Por	
  ejemplo,	
  la	
  inhibición	
  de	
  MKPs	
  por	
  un	
  aumento
de	
  ROS	
  provoca	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  JNK	
  (Kamata	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Asimismo,	
  se	
  ha	
  des-­‐
crito	
  que	
  las	
  MAPKs	
  JNK,	
  p38	
  y	
  ERK1/2,	
  pueden	
  ser	
  activadas	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxi-­‐
dativo	
  por	
   la	
   inhibición	
  de	
   las	
  fosfatasas	
  PP2A	
  y	
  PP5	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2009).	
  De	
   la	
  misma
manera,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  la	
  generación	
  de	
  ROS	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  insulina	
  activa
la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  mediante	
  la	
  inactivación	
  de	
  PTEN	
  (Seo	
  et	
  al.,	
  2005).	
  En	
  consonancia	
  con
estos	
  datos,	
  la	
  fosforilación	
  de	
  JNK	
  en	
  Thr183/Tyr185	
  es	
  superior	
  en	
  células	
  shSos1 respecto
a	
  shControl,	
  apoyando	
  la	
  hipótesis	
  de	
  que	
  el	
  aumento	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  genere	
  una	
  si-­‐
tuación	
  de	
  estrés	
  oxidativo	
  en	
  células	
  silenciadas	
  para	
  Sos1.	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  sería	
  im-­‐
portante	
  analizar	
  la	
  activación	
  de	
  p38	
  en	
  estas	
  células,	
  y	
  comprobar	
  mediante	
  el	
  uso	
  de
antioxidantes	
  como	
  la	
  N-­‐acetilcisteína	
  (NAC)	
  que	
  tanto	
  ésta	
  como	
  JNK	
  son	
  activadas	
  por
ROS.
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El	
  estrés	
  oxidativo	
  puede	
  ser	
  resultado	
  de	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  generación	
  de	
  ROS	
  intracelular
(debido	
  a	
  alteraciones	
  en	
  la	
  mitocondria,	
  a	
  un	
  incremento	
  de	
  la	
  tasa	
  metabólica,	
  etc)	
  o	
  de
un	
  defecto	
  en	
  los	
  mecanismos	
  antioxidantes.	
  En	
  la	
  sección	
  de	
  resultados,	
  comentamos
que	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  enzimas	
  SOD	
  suponen	
  un	
  mecanismo	
  muy	
  importante	
  en	
  la	
  defensa
antioxidante	
  de	
  la	
  célula	
  (Miao	
  and	
  St	
  Clair,	
  2009).	
  En	
  este	
  contexto,	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  muerte
celular	
  inducida	
  por	
  tBHP	
  demostró	
  que	
  las	
  células	
  con	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1,	
  pero	
  no
de	
  Sos2,	
  eran	
  significativamente	
  más	
  susceptibles	
  al	
  estrés	
  oxidativo	
  que	
  sus	
  respectivos
controles	
  (Figuras  41  y  42).	
  Dado	
  que	
  los	
  fibroblastos	
  shSos1 presentaban	
  una	
  hiperpola-­‐
rización	
  de	
  la	
  membrana	
  mitocondrial	
  y	
  un	
  aumento	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  en	
  condiciones
normales,	
  analizamos	
  la	
  inducción	
  transcripcional	
  de	
  Sod2,	
  pues	
  su	
  función	
  es	
  clave	
  en	
  la
detoxificación	
  del	
  ROS	
  mitocondria	
  (Balaban	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Miao	
  and	
  St	
  Clair,	
  2009).	
  Pese	
  a
que	
  el	
  mRNA	
  de	
  Sod2 en	
  células	
  shSos1 y	
  shSos2 se	
  encontraba	
  reducido	
  (si	
  bien	
  en	
  shSos2
la	
  reducción	
  era	
  muy	
  pequeña),	
  los	
  niveles	
  proteicos	
  resultaron	
  en	
  cierto	
  modo,	
  inespera-­‐
dos.	
  Así,	
  observamos	
  que	
  la	
  reducción	
  de	
  Sod2	
  en	
  células	
  shSos1 era	
  sólo	
  del	
  20%,	
  un	
  des-­‐
canso	
  que	
  en	
  principio,	
  parece	
  insuficiente	
  para	
  explicar	
  el	
  aumento	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  y
la	
  hipersensibilidad	
  al	
  estrés	
  oxidativo.	
  Si	
  bien,	
  no	
  podemos	
  descartar	
  que	
  esta	
  pequeña
disminución	
  pueda	
  contribuir	
  al	
  fenotipo,	
  ni	
  tampoco	
  que	
  sea	
  suficiente	
  a	
  nivel	
  local	
  (en
la	
  mitocondria)	
  para	
  provocar	
  estas	
  alteraciones.	
  En	
  cambio,	
  en	
  células	
  shSos2 observamos
incluso	
  un	
  incremento	
  en	
  la	
  cantidad	
  de	
  Sod2	
  respecto	
  a	
  su	
  control	
  (Figura  44).	
  Este	
  au-­‐
mento	
  puede	
  explicar	
  por	
  un	
  lado,	
  que	
  en	
  estas	
  células	
  el	
  nivel	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  (en
condiciones	
  normales)	
  se	
  mantenga	
  constante	
  respecto	
  a	
  células	
  shControl,	
  y	
  que	
  además,
no	
  se	
  encuentren	
  diferencias	
  significativas	
  en	
  la	
  muerte	
  inducida	
  por	
  tBHP	
  (Figura  42).	
  Por
otro	
  lado,	
  sugiere	
  que	
  los	
  niveles	
  proteicos	
  de	
  Sod2	
  están	
  siendo	
  regulados	
  por	
  otros	
  me-­‐
canismos	
  adicionales,	
  que	
  finalmente	
  resultan	
  en	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  misma	
  (Figura  44-­‐A  y
B).	
  

A	
  pesar	
  de	
  que	
  la	
  reducción	
  en	
  la	
  viabilidad	
  de	
  los	
  clones	
  shSos2 tras	
  el	
  tratamiento	
  con
tBHP	
  no	
  fue	
  significativa	
  estadisticamente,	
  todos	
  los	
  experimentos	
  realizados	
  presentaron
un	
  ligero	
  aumento	
  de	
  la	
  muerte	
  en	
  clones	
  shSos2 respecto	
  a	
  su	
  control	
  (Figura  42).	
  En	
  re-­‐
lación	
  con	
  esta	
  valoración,	
  es	
  evidente	
  que	
  ninguno	
  de	
  los	
  clones	
  (shSos1 o	
  shSos2)	
  es
capaz	
  de	
  neutralizar	
  el	
  aumento	
  de	
  ROS	
  provocado	
  por	
  el	
  tBHP,	
  pues	
  se	
  detectaron	
  niveles
muy	
  superiores	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  en	
  estos	
  clones	
  respecto	
  a	
  sus	
  respectivos	
  controles
(Figura  43-­‐A  y  C).	
  Esta	
  menor	
  capacidad	
  de	
  defensa	
  probablemente	
  contribuye	
  al	
  aumento
de	
  la	
  susceptibilidad	
  a	
  la	
  muerte	
  celular,	
  especialmente	
  en	
  células	
  shSos1.	
  En	
  conjunto,
todos	
  estos	
  resultados	
  apuntan	
  un	
  defecto	
  en	
  el	
  sistema	
  de	
  defensa	
  antioxidante	
  más	
  que
un	
  aumento	
  en	
  la	
  generación	
  de	
  ROS.	
  De	
  hecho,	
  las	
  células	
  shSos2 también	
  acumulan	
  un
exceso	
  de	
  ROS	
  respecto	
  a	
  células	
  shControl tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  tBHP,	
  pese	
  a	
  no	
  mostrar
alteraciones	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  ROS	
  en	
  condiciones	
  normales.
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Por	
  otra	
  parte,	
  aunque	
  no	
  existan	
  cambios	
  importantes	
  en	
  los	
  niveles	
  proteicos	
  de	
  Sod2,
hemos	
  observado	
  que	
  en	
  células	
  shSos1 la	
  inducción	
  de	
  su	
  actividad	
  transcripcional	
  es	
  sig-­‐
nificativamente	
  menor.	
  Varios	
  estudios	
  han	
  demostrado	
  que	
  NF-­‐kB	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  principales
factores	
  de	
  transcripción	
  que	
  inducen	
  la	
  expresión	
  de	
  Sod2	
  (Bernard	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Kiningham
et	
  al.,	
  2001;	
  Pahl,	
  1999),	
  y	
  como	
  hemos	
  comentado	
  anteriormente,	
  aunque	
  el	
  análisis	
  de
p-­‐IkBα	
  (Ser32)	
  evalúa	
  indirectamente	
  la	
  actividad	
  de	
  NF-­‐kB,	
  el	
  resultado	
  sugiere	
  una	
  dis-­‐
minución	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  NF-­‐kB	
  en	
  células	
  shSos1 (Figura  44-­‐C),	
  que	
  podría	
  explicar	
  la
reducción	
  del	
  40%	
  en	
  el	
  mRNA	
  de	
  Sod2.	
  No	
  obstante,	
  como	
  se	
  ha	
  sugerido	
  previamente,
la	
  confirmación	
  de	
  estas	
  hipótesis	
  necesita	
  experimentos	
  adicionales	
  para	
  comprobar	
  que
la	
  inducción	
  de	
  Sod2 y	
  Ccnd1mediada	
  por	
  NF-­‐kB	
  es	
  menor.

La	
  expresión	
  de	
  muchas	
  enzimas	
  antioxidantes	
  es	
  inducible,	
  por	
  lo	
  que	
  aumenta	
  conside-­‐
rablemente	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo.	
  Tal	
  vez	
  éste	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  Sod2,	
  y	
  en	
  condi-­‐
ciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo	
  (tratamiento	
  con	
  tBHP),	
  las	
  células	
  shSos1 no	
  son	
  capaces	
  de
inducir	
  la	
  expresión	
  de	
  Sod2	
  (mediante	
  NF-­‐kB	
  u	
  otros	
  factores	
  de	
  transcripción)	
  necesaria
para	
  neutralizar	
  el	
  exceso	
  de	
  ROS,	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  controles.	
  Si	
  analizamos	
  la	
  ex-­‐
presión	
  proteica	
  de	
  Sod2	
  y	
  su	
  inducción	
  transcripcional	
  en	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  oxidativo
podríamos	
  averiguar	
  el	
  grado	
  de	
  contribución	
  de	
  esta	
  enzima	
  al	
  fenotipo	
  de	
  las	
  células
shSos1 y	
  shSos2.	
  No	
  obstante,	
  es	
  ineludible	
  la	
  necesidad	
  de	
  analizar	
  la	
  expresión	
  y	
  actividad
de	
  otras	
  enzimas	
  antioxidantes	
  y	
  otros	
  mecanismos	
  de	
  defensa	
  ante	
  el	
  estrés	
  oxidativo.

Por	
  último,	
  el	
  análisis	
  del	
  ΔΨm	
  en	
  condiciones	
  normales	
  reveló	
  la	
  existencia	
  de	
  una	
  hiper-­‐
polarización	
  de	
  la	
  membrana	
  mitocondrial	
  en	
  células	
  shSos1 (Figura  43-­‐A  y  B).	
  A	
  la	
  vista
de	
  estos	
  resultados,	
  es	
  interesante	
  señalar	
  que	
  varios	
  genes	
  diferencialmente	
  expresados
en	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1 están	
  implicados	
  de	
  alguna	
  manera	
  en	
  la	
  función	
  mitocondrial	
  y/o	
  el	
  es-­‐
trés	
  oxidativo,	
  y	
  que	
  curiosamente,	
  están	
  todos	
  sobreexpresados.	
  Entre	
  ellos,	
  destacamos
Oxr1 (implicado	
  en	
  la	
  protección	
  frente	
  al	
  estrés	
  oxidativo)	
  (Jaramillo-­‐Gutierrez	
  et	
  al.,	
  2010),
y	
  un	
  grupo	
  de	
  genes	
  cuyos	
  productos	
  están	
  localizados	
  en	
  la	
  mitocondria	
  (Dnaja3,	
  Timm9,
Mfn2,	
  Mrlp39,	
  Mnat1).	
  La	
  mayoría	
  de	
  ellos	
  codifican	
  proteínas	
  con	
  un	
  papel	
  esencial	
  en	
  la
homeostasis	
  mitocondrial,	
  y	
  algunos	
  ya	
  los	
  hemos	
  comentado	
  previamente	
  por	
  su	
  función
en	
  las	
  mitocondrias	
  de	
  cardiomiocitos	
  y	
  por	
  tanto,	
  su	
  relevancia	
  en	
  el	
  desarrollo	
  cardíaco
(Dnaja3,	
  Mfn2).

En	
  resumen,	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  disminuye	
  la	
  tasa	
  de	
  proliferación	
  en	
  cultivo,	
  proba-­‐
blemente	
  por	
  la	
  reducción	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2.	
  La	
  disminución	
  de	
  estas	
  proteínas	
  puede	
  de-­‐
berse	
  a	
  la	
  menor	
  actividad	
  de	
  factores	
  de	
  transcripción	
  regulados	
  directa	
  o	
  indirectamente
por	
  Sos1;	
  éstos	
  podrían	
  ser	
  aquellos	
  controlados	
  por	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK1/2
(como	
  AP-­‐1)	
  o	
  también	
  regulados	
  por	
  Rac1,	
  como	
  NF-­‐kB.	
  Al	
  mismo	
  tiempo,	
  en	
  contra	
  de
lo	
  esperado	
  tras	
  la	
  eliminación	
  de	
  un	
  GEF	
  de	
  Ras,	
  hemos	
  observado	
  un	
  aumento	
  generali-­‐
zado	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  varias	
  proteínas	
  efectoras	
  de	
  las	
  rutas	
  de	
  PI3K/Akt	
  y	
  MAPKs.
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Este	
  aumento	
  en	
  la	
  fosforilación	
  puede	
  ser	
  debido	
  al	
  incremento	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  en
células	
  shSos1,	
  pues	
  éste	
  afecta	
  a	
  las	
  fosfatasas	
  celulares	
  inhibiendo	
  reversiblemente	
  su
actividad.	
  Asimismo,	
  el	
  incremento	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  está	
  asociado	
  a	
  una	
  hiperpolariza-­‐
ción	
  de	
  la	
  membrana	
  mitocondrial,	
  si	
  bien	
  no	
  es	
  posible	
  concluir	
  cuál	
  de	
  las	
  dos	
  alteraciones
es	
  el	
  origen	
  de	
  la	
  otra	
  con	
  los	
  experimentos	
  presentados	
  en	
  este	
  trabajo.	
  El	
  daño	
  en	
  las
mitocondrias	
  podría	
  estar	
  relacionado	
  con	
  la	
  alteración	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  asociada
con	
  la	
  homeostasis	
  de	
  la	
  misma	
  y/o	
  con	
  un	
  defecto	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  enzima	
  antioxi-­‐
dante	
  mitocondrial	
  Sod2.	
  Ambas	
  situaciones	
  podrían	
  desencadenar	
  un	
  aumento	
  del	
  ROS
intracelular.	
  Alternativamente,	
  el	
  aumento	
  de	
  Glipr1 tras	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  también
podría	
  explicar	
  el	
  aumento	
  de	
  ROS	
  (Li	
  et	
  al.,	
  2008)	
  y	
  éste	
  provocar	
  la	
  alteración	
  mitocon-­‐
drial.
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Conclusiones
Teniendo	
  en	
  cuenta	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  en	
  ambas	
  aproximaciones	
  hemos	
  lle-­‐
gado	
  a	
  las	
  siguientes	
  conclusiones:

1.  La	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  produce	
  un	
  mayor	
  impacto	
  sobre	
  el	
  transcriptoma	
  celular
que	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos2,	
  cuya	
  ausencia	
  apenas	
  produce	
  cambios	
  en	
  la	
  expresión
génica.

2. El	
  perfil	
  de	
  expresión	
  diferencial	
  de	
  células	
  ko-­‐Sos1 sugiere	
  una	
  implicación	
  de
éste	
  en	
  varios	
  aspectos	
  del	
  metabolismo	
  celular,	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  génica,
el	
  desarrollo	
  embrionario,	
  el	
  sistema	
  inmune,	
  y	
  también	
  en	
  procesos	
  como	
  la	
  angio-­‐
génesis	
  y	
  la	
  homeostasis	
  del	
  sistema	
  cardiovascular.	
  Además,	
  también	
  hemos	
  encon-­‐
trado	
   cambios	
   de	
   expresión	
   en	
   diversos	
   genes	
   asociados	
   al	
   crecimiento	
   y	
   la
proliferación	
  celular,	
  así	
  como	
  la	
  respuesta	
  a	
  estrés	
  y	
  la	
  muerte	
  celular.

3. Las	
  líneas	
  deficientes	
  en	
  Sos1	
  presentan	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  tasa	
  proliferativa,
mientras	
  que	
  en	
  ausencia	
  de	
  Sos2	
  no	
  hemos	
  obtenido	
  resultados	
  concluyentes.	
  Asi-­‐
mismo,	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos1	
  provoca	
  una	
  fuerte	
  reducción	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  mRNA	
  y
proteína	
  de	
  Ccnd1	
  y	
  Ccnd2.

4. La	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  a	
  largo	
  plazo	
  están	
  reducidas	
  en
los	
  MEFs	
  ko-­‐Sos1.

5. En	
  contra	
  de	
  los	
  esperado,	
  la	
  ausencia	
  de	
  las	
  proteínas	
  Sos	
  produce	
  un	
  aumento
de	
  la	
  señalización	
  intracelular.	
  Así,	
  la	
  eliminación	
  de	
  Sos1	
  genera	
  un	
  incremento	
  en
la	
  fosforilación	
  de	
  diversas	
  proteínas	
  de	
  la	
  señalización	
  efectora,	
  principalmente	
  Akt,
GSK3β y	
  p70S6K (Thr389),	
  mientras	
  que	
  la	
  ausencia	
  de	
  Sos2	
  produce	
  un	
  ligero	
  au-­‐
mento	
  en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK1/2	
  y	
  p70S6K en	
  los	
  residuos	
  Thr421/Ser424.
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6.   El	
  silenciamiento	
  de	
  Sos1	
  genera	
  un	
  incremento	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  ROS	
  intracelular	
  y	
  en
el	
  potencial	
  de	
  membrana	
  mitocondrial	
  en	
  condiciones	
  normales.	
  En	
  este	
  sentido,	
  hemos
observado	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  susceptibilidad	
  al	
  estrés	
  oxidativo	
  en	
  ausencia	
  de	
  las	
  proteínas
Sos,	
  más	
  acusado	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  Sos1.

7. En	
  conjunto,	
  los	
  resultados	
  presentados	
  en	
  este	
  trabajo	
  apoyan	
  la	
  idea	
  de	
  la	
  especifici-­‐
dad	
  funcional	
  entre	
  Sos1	
  y	
  Sos2,	
  con	
  especial	
  relevancia	
  del	
  papel	
  de	
  Sos1	
  en	
  la	
  regulación
de	
  la	
  señalización	
  intracelular,	
  la	
  expresión	
  génica,	
  la	
  progresión	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  y	
  por	
  úl-­‐
timo,	
  la	
  función	
  mitocondrial	
  y	
  el	
  control	
  del	
  estado	
  redox	
  celular.
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Ensembl ID Símbolo Descripción d-valor Log2
Fold

Validación 
RT-PCR &

WB

ENSMUST00000049658 Pitpnm1 phosphatidylinositol	
  transfer	
  protein,	
  mem-­‐
brane-­‐associated	
  1	
  Gene -­‐15,2 -­‐3,23 -­‐6,06

ENSMUST00000021513 Gsc goosecoid	
  homeobox	
  Gene 12,2 1,94 8,81

ENSMUST00000111131 Cd59b CD59b	
  antigen	
  Gene 10,7 2,28

ENSMUST00000058159 Cnrip1 cannabinoid	
  receptor	
  interacting	
  protein	
  1
Gene -­‐10,4 -­‐2,25 -­‐3,84

ENSMUST00000051667 Zfp105 zinc	
  finger	
  protein	
  105	
  Gene -­‐9,3 -­‐1,58 -­‐3,11

ENSMUST00000050684 Foxf1a forkhead	
  box	
  F1a	
  Gene 9,2 1,42 8,02

ENSMUST00000048731 2610034B18Rik RIKEN	
  cDNA	
  2610034B18	
  Gene -­‐8,8 -­‐2,05

ENSMUST00000040865 Tmem98 transmembrane	
  protein	
  98	
  Gene -­‐8,4 -­‐1,46

ENSMUST00000098351 AC124170.2 Putative	
  uncharacterized	
  protein	
  	
   8,4 1,71

ENSMUST00000011400 Adam19 a	
  disintegrin	
  and	
  metallopeptidase	
  domain
19	
  (meltrin	
  beta)	
  Gene -­‐8 -­‐2,05 -­‐2,74

ENSMUST00000066496 Nudcd3 NudC	
  domain	
  containing	
  3	
  Gene	
   -­‐7,3 -­‐0,96 -­‐0,64

ENSMUST00000087086 Pax3 paired	
  box	
  gene	
  3	
  Gene 7,2 1,47 5,01

ENSMUST00000038743 Tmc4 transmembrane	
  channel-­‐like	
  gene	
  family	
  4
Gene -­‐7,1 -­‐1,23

ENSMUST00000094769 9930104L06Rik RIKEN	
  cDNA	
  9930104L06	
  Gene	
   7,1 0,60

ENSMUST00000028288 Notch1 Notch	
  gene	
  homolog	
  1	
  (Drosophila)	
  Gene	
   -­‐7 -­‐1,15 -­‐1,18

ENSMUST00000021171 1110005A03Rik RIKEN	
  cDNA	
  1110005A03	
  Gene	
   -­‐7 -­‐1,38

ENSMUST00000031004 Crmp1 collapsin	
  response	
  mediator	
  protein	
  1	
  Gene	
   -­‐7 -­‐2,07

ENSMUST00000043836 Macrod2 MACRO	
  domain	
  containing	
  2	
  Gene	
   7 1,11

ENSMUST00000004994 Pax3 paired	
  box	
  gene	
  3	
  Gene 7 1,53

ENSMUST00000062804 Fut8 fucosyltransferase	
  8	
  Gene 6,9 1,25 2,69

ENSMUST00000111417 Zfp664 zinc	
  finger	
  protein	
  664	
  Gene	
   6,8 0,69 1,88

ENSMUST00000073302 Arhgap24 Rho	
  GTPase	
  activating	
  protein	
  24	
  Gene	
   -­‐6,7 -­‐1,33 -­‐0,23

ENSMUST00000006814 Abhd1 abhydrolase	
  domain	
  containing	
  1	
  Gene	
   6,6 1,77

ENSMUST00000075946 Eaf2 ELL	
  associated	
  factor	
  2	
  Gene	
   6,5 0,97 2,88

ENSMUST00000031410 Mapkapk5 MAP	
  kinase-­‐activated	
  protein	
  kinase	
  5	
  Gene	
   6,5 0,76 1,42

Tabla  6.  Transcritos  expresados  diferencialmente  en  fibroblastos  ko-­‐Sos1  respecto  al  grupo  Control.	
  El
FDR (False	
  discovery	
  rate)	
  en	
  este	
  análisis	
  es	
  de	
  0,0075.	
  El	
  d-­‐valor	
  representa	
  la	
  consistencia	
  en	
  la	
  diferencia
de	
  expresión.	
  El	
  Log2 Fold	
  corresponde	
  al	
  log2	
  del	
  ratio	
  entre	
  la	
  expresión	
  del	
  tanscrito	
  en	
  ko-­‐Sos1 y	
  en	
  el
grupo	
  Control.	
  La	
  última	
  columna	
  incluye	
  el	
  cambio	
  de	
  expresión	
  obtenido	
  en	
  la	
  validación	
  por	
  PCR	
  cuan-­‐
titativa,	
  y	
  un	
  asterisco	
  cuando	
  el	
  cambio	
  fue	
  validado	
  por	
  Wester	
  blot	
  (*).	
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Ensembl ID Símbolo Descripción d-valor Log2
Fold

Validación
RT-PCR &

WB

ENSMUST00000114281 Rgs12 regulator	
  of	
  G-­‐protein	
  signaling	
  12	
  Gene	
   -­‐6,4 -­‐1,14 -­‐0,43

ENSMUST00000033804 Zcchc18 zinc	
  finger,	
  CCHC	
  domain	
  containing	
  18
Gene -­‐6,4 -­‐1,30

ENSMUST00000017332 Ccdc56 coiled-­‐coil	
  domain	
  containing	
  56	
  Gene	
   -­‐6,3 -­‐0,88

ENSMUST00000008878 Gprc5b G	
  protein-­‐coupled	
  receptor,	
  family	
  C,
group	
  5,	
  member	
  B	
  Gene	
   -­‐6,3 -­‐1,89

ENSMUST00000023807 Igfbp6 insulin-­‐like	
  growth	
  factor	
  binding	
  protein	
  6
Gene	
   -­‐6,3 -­‐3,45 -­‐3,19

ENSMUST00000087978 Edg3 sphingosine-­‐1-­‐phosphate	
  receptor	
  3	
  Gene	
   -­‐6,3 -­‐2,19 -­‐1,69

ENSMUST00000038096 BC032265 Ketosamine-­‐3-­‐kinase	
  (Fructosamine-­‐3-­‐ki-­‐
nase-­‐related	
  protein)	
   6,3 2,23

ENSMUST00000052529 Ppp1r15b protein	
  phosphatase	
  1,	
  regulatory	
  (in-­‐
hibitor)	
  subunit	
  15b	
  Gene	
   -­‐6,2 -­‐0,97

ENSMUST00000042869 1500031L02Rik RIKEN	
  cDNA	
  1500031L02	
  Gene 6,2 0,59

ENSMUST00000029852 Lhx8 LIM	
  homeobox	
  protein	
  8	
  Gene	
   -­‐6,1 -­‐3,37 -­‐5,64

ENSMUST00000072719 2310004I24Rik RIKEN	
  cDNA	
  2310004I24	
  Gene	
   -­‐6 -­‐0,62

ENSMUST00000059206 Pstpip1 proline-­‐serine-­‐threonine	
  phosphatase-­‐in-­‐
teracting	
  protein	
  1	
  Gene	
   -­‐6 -­‐0,66

ENSMUST00000114280 Rgs12 regulator	
  of	
  G-­‐protein	
  signaling	
  12	
  Gene	
   -­‐6 -­‐1,12

ENSMUST00000088172 Hs6st2 heparan	
  sulfate	
  6-­‐O-­‐sulfotransferase	
  2
Gene	
   -­‐6 -­‐1,56

ENSMUST00000061826 B3galnt1 UDP-­‐GalNAc:betaGlcNAc	
  beta	
  1,3-­‐galac-­‐
tosaminyltransferase,	
  polypeptide	
  1	
  Gene -­‐6 -­‐1,21

ENSMUST00000002924 Tmem39a transmembrane	
  protein	
  39a	
  Gene	
   6 0,68

ENSMUST00000034183 4933436C20Rik RIKEN	
  cDNA	
  4933436C20	
  Gene 6 0,77

ENSMUST00000111787 Mapkapk5 MAP	
  kinase-­‐activated	
  protein	
  kinase	
  5
Gene	
   6 0,77

ENSMUST00000055096 Ttc12 tetratricopeptide	
  repeat	
  domain	
  12	
  Gene	
   -­‐5,9 -­‐1,38

ENSMUST00000038570 Nipsnap1
4-­‐nitrophenylphosphatase	
  domain	
  and
non-­‐neuronal	
  SNAP25-­‐like	
  protein	
  ho-­‐
moloelegans)	
  Gene

-­‐5,9 -­‐1,29

ENSMUST00000020741 Drg1 developmentally	
  regulated	
  GTP	
  binding
protein	
  1	
  Gene -­‐5,9 -­‐0,64 -­‐0,18

ENSMUST00000045970 Gpc1 glypican	
  1	
  Gene	
   5,9 1,24

ENSMUST00000068714 Sos1 Son	
  of	
  sevenless	
  homolog	
  1	
  (Drosophila)
Gene	
   -­‐5,8 -­‐0,99 *

ENSMUST00000033342 Eif3f eukaryotic	
  translation	
  initiation	
  factor	
  3,
subunit	
  F	
  Gene -­‐5,8 -­‐0,56

ENSMUST00000035194 Mapkapk3 mitogen-­‐activated	
  protein	
  kinase-­‐activated
protein	
  kinase	
  3	
  Gene	
   -­‐5,8 -­‐1,84 -­‐2,74

ENSMUST00000066983 Abhd10 abhydrolase	
  domain	
  containing	
  10	
  Gene	
   5,8 0,74

ENSMUST00000058762 Pam peptidylglycine	
  alpha-­‐amidating	
  monooxy-­‐
genase	
  Gene -­‐5,7 -­‐1,35

ENSMUST00000084852 Numa1 nuclear	
  mitotic	
  apparatus	
  protein	
  1	
  Gene	
   -­‐5,7 -­‐0,65

ENSMUST00000096255 Ubxn1 UBX	
  domain	
  protein	
  1	
  Gene	
   -­‐5,7 -­‐0,72

ENSMUST00000106546 Iqck IQ	
  motif	
  containing	
  K	
  Gene	
   -­‐5,7 -­‐1,07

ENSMUST00000022059 Ahrr aryl-­‐hydrocarbon	
  receptor	
  repressor	
  Gene	
   5,7 1,50
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ENSMUST00000036411 Abhd10 abhydrolase	
  domain	
  containing	
  10	
  Gene	
   5,7 0,74

ENSMUST00000051950 Atxn2 ataxin	
  2	
  Gene	
   5,7 0,58

ENSMUST00000032865 Fah fumarylacetoacetate	
  hydrolase	
  Gene	
   -­‐5,6 -­‐1,50

ENSMUST00000070070 Dnaja4 DnaJ	
  (Hsp40)	
  homolog,	
  subfamily	
  A,	
  member	
  4
Gene	
   -­‐5,6 -­‐0,86

ENSMUST00000054556 Taf10 TAF10	
  RNA	
  polymerase	
  II,	
  TATA	
  box	
  binding
protein	
  (TBP)-­‐associated	
  factor	
  Gene -­‐5,6 -­‐0,83

ENSMUST00000050952 Stbd1 starch	
  binding	
  domain	
  1	
  Gene 5,6 1,73

ENSMUST00000041648 Tbc1d4 TBC1	
  domain	
  family,	
  member	
  4	
  Gene	
   5,6 0,87

ENSMUST00000110795 Tbc1d4 TBC1	
  domain	
  family,	
  member	
  4	
  Gene 5,6 0,84

ENSMUST00000023829 Cdkn1a cyclin-­‐dependent	
  kinase	
  inhibitor	
  1A	
  (P21)
Gene	
   -­‐5,5 -­‐2,65 *

ENSMUST00000020576 Ccng1 cyclin	
  G1	
  Gene	
   -­‐5,5 -­‐2,41 *

ENSMUST00000084214 Eif4g3 eukaryotic	
  translation	
  initiation	
  factor	
  4
gamma,	
  3	
  Gene -­‐5,5 -­‐1,08

ENSMUST00000068264 Meis1 Meis	
  homeobox	
  1	
  Gene	
   -­‐5,5 -­‐1,74

ENSMUST00000035148 Slco2a1 solute	
  carrier	
  organic	
  anion	
  transporter	
  family,
member	
  2a1	
  Gene	
   -­‐5,5 -­‐2,46 -­‐7,06

ENSMUST00000105098 Foxd1 forkhead	
  box	
  D1	
  Gene	
   5,5 1,42

ENSMUST00000108523 Derl2 Der1-­‐like	
  domain	
  family,	
  member	
  2	
  Gene	
   -­‐5,4 -­‐0,83

ENSMUST00000023054 Apobec3 apolipoprotein	
  B	
  mRNA	
  editing	
  enzyme,	
  cat-­‐
alytic	
  polypeptide	
  3	
  Gene -­‐5,4 -­‐0,83

ENSMUST00000001187 Anxa4 annexin	
  A4	
  Gene	
   -­‐5,4 -­‐1,15

ENSMUST00000029865 Trp53inp1 transformation	
  related	
  protein	
  53	
  inducible	
  nu-­‐
clear	
  protein	
  1	
  Gene	
   -­‐5,3 -­‐1,55

ENSMUST00000037678 Dak dihydroxyacetone	
  kinase	
  2	
  homolog	
  (yeast)
Gene	
   -­‐5,3 -­‐0,56

ENSMUST00000095396 Gm4799 NA -­‐5,3 -­‐0,84

ENSMUST00000027606 Rgs2 regulator	
  of	
  G-­‐protein	
  signaling	
  2	
  Gene	
   -­‐5,3 -­‐1,41

ENSMUST00000004120 Fancl Fanconi	
  anemia,	
  complementation	
  group	
  L
Gene	
   -­‐5,3 -­‐0,54

ENSMUST00000019749	
   Hoxd8 homeo	
  box	
  D8	
  Gene	
   -­‐5,3 -­‐2,34

ENSMUST00000021523 Mnat1 menage	
  a	
  trois	
  1	
  Gene	
   5,3 0,55

ENSMUST00000026390 Rabgef1 RAB	
  guanine	
  nucleotide	
  exchange	
  factor	
  (GEF)
1	
  Gene	
   5,3 0,72

ENSMUST00000108782 Gm2348 NA 5,3 0,98

ENSMUST00000024858 Galnt14
UDP-­‐N-­‐acetyl-­‐alpha-­‐D-­‐galactosamine:polypep-­‐
tide	
  N-­‐acetylgalactosaminyltransferase	
  14
Gene	
  

5,3 1,10

ENSMUST00000028801 Spef1 sperm	
  flagellar	
  1	
  Gene	
   5,3 0,52

ENSMUST00000033158 Ubfd1 ubiquitin	
  family	
  domain	
  containing	
  1	
  Gene	
   -­‐5,2 -­‐0,82

ENSMUST00000018586 Derl2 Der1-­‐like	
  domain	
  family,	
  member	
  2	
  Gene	
   -­‐5,2 -­‐0,82

ENSMUST00000078362 Vrk2 vaccinia	
  related	
  kinase	
  2	
  Gene	
   -­‐5,2 -­‐0,72
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ENSMUST00000096251 1810009A15Rik RIKEN	
  cDNA	
  1810009A15	
  Gene -­‐5,1 -­‐0,77

ENSMUST00000017839 Rnf135 ring	
  finger	
  protein	
  135	
  Gene	
   -­‐5,1 -­‐1,18

ENSMUST00000109504 Vrk2 vaccinia	
  related	
  kinase	
  2	
  Gene -­‐5,1 -­‐0,70

ENSMUST00000020685 Pttg1 pituitary	
  tumor-­‐transforming	
  1	
  Gene	
   -­‐5,1 -­‐1,47

ENSMUST00000078482 Dchs1 dachsous	
  1	
  (Drosophila)	
  Gene	
   -­‐5,1 -­‐2,06

ENSMUST00000114384 Gm1673 gene	
  model	
  1673,	
  (NCBI)	
  Gene	
   -­‐5,1 -­‐0,76

ENSMUST00000115805 Ntan1 N-­‐terminal	
  Asn	
  amidase	
  Gene	
   5,1 0,70

ENSMUST00000114193 Atp5j ATP	
  synthase,	
  H+	
  transporting,	
  mitochondrial
F0	
  complex,	
  subunit	
  F	
  Gene 5,1 0,37

ENSMUST00000114191 Atp5j ATP	
  synthase,	
  H+	
  transporting,	
  mitochondrial
F0	
  complex,	
  subunit	
  F	
  Gene	
   5,1 0,37

ENSMUST00000071745 Rps4y2 ribosomal	
  protein	
  S4,	
  Y-­‐linked	
  2	
  Gene 5,1 2,74 12,56

ENSMUST00000023608 Atp5j ATP	
  synthase,	
  H+	
  transporting,	
  mitochondrial
F0	
  complex,	
  subunit	
  F	
  Gene 5,1 0,37

ENSMUST00000023362 Ntan1 N-­‐terminal	
  Asn	
  amidase	
  Gene	
   5,1 0,65

ENSMUST00000048116 Slc7a1 solute	
  carrier	
  family	
  7	
  (cationic	
  amino	
  acid
transporter,	
  y+	
  system),	
  member	
  1	
  Gene	
   5,1 0,64

ENSMUST00000086090 Sec61g SEC61,	
  gamma	
  subunit -­‐5 -­‐0,41

ENSMUST00000038945 Phlda3 pleckstrin	
  homology-­‐like	
  domain,	
  family	
  A,
member	
  3	
  Gene	
   -­‐5 -­‐1,11

ENSMUST00000041623 Enc1 ectodermal-­‐neural	
  cortex	
  1	
  Gene	
   -­‐5 -­‐1,05

ENSMUST00000037649 Rab3gap1 RAB3	
  GTPase	
  activating	
  protein	
  subunit	
  1
Gene	
   -­‐5 -­‐0,52

ENSMUST00000038574 Dhx29 DEAH	
  (Asp-­‐Glu-­‐Ala-­‐His)	
  box	
  polypeptide	
  29
Gene	
   -­‐5 -­‐0,55

ENSMUST00000066778 Pi4k2a phosphatidylinositol	
  4-­‐kinase	
  type	
  2	
  alpha
Gene	
   -­‐5 -­‐0,39

ENSMUST00000070000 Arhgap24 Rho	
  GTPase	
  activating	
  protein	
  24	
  Gene	
   -­‐5 -­‐0,68

ENSMUST00000064831 Entpd4 ectonucleoside	
  triphosphate	
  diphosphohy-­‐
drolase	
  4	
  Gene	
   5 1,03

ENSMUST00000022918 Oxr1 oxidation	
  resistance	
  1	
  Gene	
   5 1,71

ENSMUST00000046426 Tpcn1 two	
  pore	
  channel	
  1	
  Gene	
   5 0,87

ENSMUST00000031423 Atp2a2 ATPase,	
  Ca++	
  transporting,	
  cardiac	
  muscle,
slow	
  twitch	
  2	
  Gene	
   5 0,42

ENSMUST00000080817 Rnf169 ring	
  finger	
  protein	
  169	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐1,03

ENSMUST00000096253 AI462493 Uncharacterized	
  protein	
  C11orf83	
  homolog
Precursor	
  	
   -­‐4,9 -­‐0,58

ENSMUST00000102573 Trim44 tripartite	
  motif-­‐containing	
  44	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐1,24

ENSMUST00000112177 Sfmbt1 Scm-­‐like	
  with	
  four	
  mbt	
  domains	
  1	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐0,62

ENSMUST00000035651 Lrrc17 leucine	
  rich	
  repeat	
  containing	
  17	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐0,97

ENSMUST00000033004 Il4ra interleukin	
  4	
  receptor,	
  alpha	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐0,90

ENSMUST00000020687 Pttg1 pituitary	
  tumor-­‐transforming	
  1	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐1,24

ENSMUST00000042750 2810432L12Rik RIKEN	
  cDNA	
  2810432L12	
  gene	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐1,08
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ENSMUST00000033383 Usp11 ubiquitin	
  specific	
  peptidase	
  11	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐1,74

ENSMUST00000005532 Nid1 Nidogen	
  1 -­‐4,9 -­‐0,89

ENSMUST00000023570 Btg3 B-­‐cell	
  translocation	
  gene	
  3 4,9 0,61

ENSMUST00000059737 Gm6816 NA 4,9 2,61

ENSMUST00000026485 Hdhd2 haloacid	
  dehalogenase-­‐like	
  hydrolase	
  domain
containing	
  2 4,9 0,51

ENSMUST00000112591 Galnt14
UDP-­‐N-­‐acetyl-­‐alpha-­‐D-­‐
galactosamine:polypeptide	
  N-­‐acetylgalac-­‐
tosaminyltransferase	
  14	
  Gene	
  

4,9 0,87
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ENSMUST00000074805 Glipr1 GLI	
  pathogenesis-­‐related	
  1	
  (glioma)	
  Gene	
   11,3 2,66 7,36

ENSMUST00000010751 Pigyl phosphatidylinositol	
  glycan	
  anchor
biosynthesis,	
  class	
  Y-­‐like	
  Gene 9,2 0,55

ENSMUST00000030947 Mxra8 matrix-­‐remodelling	
  associated	
  8	
   -­‐7,6 -­‐0,95

ENSMUST00000095784 Moxd1 monooxygenase,	
  DBH-­‐like	
  1	
  Gene	
   7,4 2,89 5,71

ENSMUST00000031597 1300012G16Rik RIKEN	
  cDNA	
  1300012G16	
  Gene	
   -­‐7,4 -­‐0,64

ENSMUST00000034591 Bace1 beta-­‐site	
  APP	
  cleaving	
  enzyme	
  1 -­‐7,2 -­‐0,93

ENSMUST00000039876 Phr1 MYC	
  binding	
  protein	
  2	
  Gene -­‐7 -­‐0,68

ENSMUST00000111613 P2rx3 purinergic	
  receptor	
  P2X,	
  ligand-­‐gated	
  ion
channel,	
  3	
  Gene 6,6 1,23

ENSMUST00000102840 Ass1 argininosuccinate	
  synthetase	
  1	
   -­‐6,3 -­‐1,90

ENSMUST00000097715 Mrpl43 mitochondrial	
  ribosomal	
  protein	
  L43
Gene 6,2 0,33

ENSMUST00000047368 Mnd1 meiotic	
  nuclear	
  divisions	
  1	
  homolog	
  (S.
cerevisiae)	
  Gene 6,2 1,46

ENSMUST00000053865 NR_002687.1 NA -­‐6,2 -­‐1,88

ENSMUST00000027237 Il18rap interleukin	
  18	
  receptor	
  accessory	
  protein
Gene 6,1 1,08

ENSMUST00000033010 Jmjd5 jumonji	
  domain	
  containing	
  5	
  Gene 6,1 0,30

ENSMUST00000049509 AI427515 vesicle	
  amine	
  transport	
  protein	
  1	
  ho-­‐
molog-­‐like	
  (T.	
  californica)	
  Gene 5,9 0,92

ENSMUST00000035116 Pccb propionyl	
  Coenzyme	
  A	
  carboxylase,	
  beta
polypeptide	
  Gene -­‐5,9 -­‐0,70

ENSMUST00000022781 Dad1 defender	
  against	
  cell	
  death	
  1	
   -­‐5,9 -­‐0,78

ENSMUST00000031051 Cgref1 cell	
  growth	
  regulator	
  with	
  EF	
  hand	
  do-­‐
main	
  1	
  Gene -­‐5,9 -­‐1,55 -­‐2,00

ENSMUST00000057684 Ptk2 PTK2	
  protein	
  tyrosine	
  kinase	
  2 5,8 1,05 1,65

ENSMUST00000076133 Ube2e2 ubiquitin-­‐conjugating	
  enzyme	
  E2E	
  2
(UBC4/5	
  homolog,	
  yeast)	
  Gene -­‐5,7 -­‐1,39 -­‐0,96

ENSMUST00000028114 Pfkfb3 6-­‐phosphofructo-­‐2-­‐kinase/fructose-­‐2,6-­‐
biphosphatase	
  3	
  Gene 5,6 0,85

ENSMUST00000002403 Dhrs1 dehydrogenase/reductase	
  (SDR	
  family)
member	
  1	
  Gene	
   -­‐5,5 -­‐0,90

ENSMUST00000049507 Pcsk9 proprotein	
  convertase	
  subtilisin/kexin
type	
  9	
  Gene 5,5 1,03

ENSMUST00000100393 Srebf2 sterol	
  regulatory	
  element	
  binding	
  factor	
  2
Gene 5,5 1,09

ENSMUST00000022550 Extl3 exostoses	
  (multiple)-­‐like	
  3	
  Gene -­‐5,4 -­‐0,66

ENSMUST00000022310 Ngly1 N-­‐glycanase	
  1	
  Gene	
   -­‐5,4 -­‐1,20

ENSMUST00000023100 Srebf2 sterol	
  regulatory	
  element	
  binding	
  factor	
  2
Gene 5,4 1,00

ENSMUST00000048655 Dusp10 dual	
  specificity	
  phosphatase	
  10	
   5,3 0,90 2,43

ENSMUST00000051484 Mageh1 melanoma	
  antigen,	
  family	
  H,	
  1	
   -­‐5,3 -­‐1,07

ENSMUST00000029105 Lime1 zinc	
  finger,	
  CCCH-­‐type	
  with	
  G	
  patch	
  do-­‐
main	
  Gene -­‐5,3 -­‐0,47

ENSMUST00000042564 Ghitm growth	
  hormone	
  inducible	
  transmem-­‐
brane	
  protein	
  Gene -­‐5,2 -­‐0,63

Tabla  7.  Transcritos  expresados  diferencialmente  en  fibroblastos  ko-­‐Sos2 respecto  al  grupo  Control.	
  El
FDR	
  (False	
  discovery	
  rate)	
  en	
  este	
  análisis	
  es	
  de	
  0,52.	
  El	
  d-­‐valor	
  representa	
  la	
  consistencia	
  en	
  la	
  diferencia
de	
  expresión.	
  El	
  Log2 Fold	
  corresponde	
  al	
  log2	
  del	
  ratio	
  entre	
  la	
  expresión	
  del	
  tanscrito	
  en	
  ko-­‐Sos1 y	
  en	
  el
grupo	
  Control.	
  La	
  última	
  columna	
  incluye	
  el	
  cambio	
  de	
  expresión	
  obtenido	
  en	
  la	
  validación	
  por	
  PCR	
  cuan-­‐
titativa,	
  y	
  un	
  asterisco	
  cuando	
  el	
  cambio	
  fue	
  validado	
  por	
  Wester	
  blot	
  (*)	
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ENSMUST00000008032 Crlf1 cytokine	
  receptor-­‐like	
  factor	
  1	
  Gene	
   -­‐5,2 -­‐3,02 -­‐3,35

ENSMUST00000050569 R3hcc1 R3H	
  domain	
  and	
  coiled-­‐coil	
  containing	
  1
Gene -­‐5,2 -­‐0,66

ENSMUST00000022369 Vcl vinculin	
  Gene	
   -­‐5,2 -­‐0,56

ENSMUST00000022782 Lrp10 low-­‐density	
  lipoprotein	
  receptor-­‐related
protein	
  10	
  Gene -­‐5,2 -­‐0,48

ENSMUST00000048393 9430023L20Rik RIKEN	
  cDNA	
  9430023L20	
  Gene 5,1 0,47

ENSMUST00000006632 Zdhhc24 zinc	
  finger,	
  DHHC	
  domain	
  containing	
  24
Gene -­‐5 -­‐0,29

ENSMUST00000047490 Ndst2 N-­‐deacetylase/N-­‐sulfotransferase	
  (heparan
glucosaminyl)	
  2	
  Gene -­‐5 -­‐0,61

ENSMUST00000039803 Ubac2 ubiquitin	
  associated	
  domain	
  containing	
  2
Gene -­‐5 -­‐0,39

ENSMUST00000034558 4833427G06Rik RIKEN	
  cDNA	
  4833427G06	
  Gene -­‐5 -­‐1,80

ENSMUST00000022296 Ube2e1 ubiquitin-­‐conjugating	
  enzyme	
  E2E	
  1,
UBC4/5	
  homolog	
  (yeast)	
  Gene -­‐5 -­‐0,60

ENSMUST00000088420 Tsc2 tuberous	
  sclerosis	
  2	
  Gene -­‐5 -­‐0,69
ENSMUST00000087629 Htra3 HtrA	
  serine	
  peptidase	
  3	
  Gene	
   5 0,95
ENSMUST00000022377	
   Txndc16 thioredoxin	
  domain	
  containing	
  16 -­‐5 -­‐1,75

ENSMUST00000036877 Dennd2a DENN/MADD	
  domain	
  containing	
  2A -­‐4,9 -­‐1,33

ENSMUST00000089688 Mmp14 matrix	
  metallopeptidase	
  14	
  (membrane-­‐in-­‐
serted)	
  Gene -­‐4,9 -­‐1,65 -­‐2,71

ENSMUST00000033805 Psmd10 proteasome	
  (prosome,	
  macropain)	
  26S
subunit,	
  non-­‐ATPase,	
  10	
  Gene	
   4,9 0,43

ENSMUST00000056700 Hspa14 Putative	
  uncharacterized	
  protein	
  	
   4,9 0,36

ENSMUST00000039110	
   Shc1 src	
  homology	
  2	
  domain-­‐containing	
  trans-­‐
forming	
  protein	
  C1	
  Gene	
   -­‐4,9 -­‐0,63

ENSMUST00000038612 C78409 solute	
  carrier	
  family	
  26,	
  member	
  10	
   -­‐4,8 -­‐1,38

ENSMUST00000006914 B4galnt1 beta-­‐1,4-­‐N-­‐acetyl-­‐galactosaminyl	
  trans-­‐
ferase	
  1	
  Gene	
   -­‐4,8 -­‐1,39

ENSMUST00000028250 Mrrf mitochondrial	
  ribosome	
  recycling	
  factor
Gene	
   4,7 0,61

ENSMUST00000033920 Aga aspartylglucosaminidase	
  Gene	
   -­‐4,7 -­‐0,66
ENSMUST00000063272 Tmem175 transmembrane	
  protein	
  175	
  Gene	
   -­‐4,7 -­‐0,74

ENSMUST00000061767 Crebzf CREB/ATF	
  bZIP	
  transcription	
  factor	
   4,7 0,79

ENSMUST00000091002 Fhdc1 FH2	
  domain	
  containing	
  1	
  Gene	
   -­‐4,7 -­‐1,00
ENSMUST00000022693 Bmp1 bone	
  morphogenetic	
  protein	
  1	
   -­‐4,7 -­‐1,00

ENSMUST00000062148 Mcts2 malignant	
  T	
  cell	
  amplified	
  sequence	
  2	
  Gene	
   4,7 0,77

ENSMUST00000064167 Rnf11 ring	
  finger	
  protein	
  11	
  Gene	
   4,7 0,34
ENSMUST00000047652 Tspan14 tetraspanin	
  14	
  Gene	
   -­‐4,6 -­‐1,11
ENSMUST00000022378 Ero1l ERO1-­‐like	
  (S.	
  cerevisiae)	
  Gene	
   -­‐4,6 -­‐0,94
ENSMUST00000089332 Col8a1 collagen,	
  type	
  VIII,	
  alpha	
  1	
  Gene	
   -­‐4,6 -­‐2,55
ENSMUST00000044107 Sestd1 SEC14	
  and	
  spectrin	
  domains	
  1	
  Gene	
   4,6 0,38

ENSMUST00000049064 Rap2b RAP2B,	
  member	
  of	
  RAS	
  oncogenefamily
Gene	
   -­‐4,6 -­‐0,31

ENSMUST00000043441 2900008C10Rik BCL6	
  interacting	
  corepressor	
  Gene	
   4,6 0,30

ENSMUST00000007012 Sod2 superoxide	
  dismutase	
  2,	
  mitochondrial
Gene	
   -­‐4,6 -­‐0,57

ENSMUST00000056712 Pcdhb4 protocadherin	
  beta	
  4	
  Gene	
   -­‐4,6 -­‐0,43

ENSMUST00000019723 D17Wsu104e
UPF0556	
  protein	
  C19orf10	
  homolog	
  Pre-­‐
cursor	
  (Stromal	
  cell-­‐derived	
  growth
factF20)

-­‐4,6 -­‐0,75

ENSMUST00000079772 Tnfrsf11b tumor	
  necrosis	
  factor	
  receptor	
  superfamily,
member	
  11b	
  (osteoprotegerin) -­‐4,5 -­‐3,78 -­‐3,70
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