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i. ABREVIATURAS	
  Y	
  ACRÓNIMOS	
  

	
  
	
  
	
  

4OH-­‐TMX	
   4-­‐Hidroxitamoxifeno	
  

ADN	
   Ácido	
  desoxirribonucleico	
  

AP1	
   Proteína	
  activadora	
  1	
  

Arg	
  (A)	
   Arginina	
  

ATF2	
   Activating	
  transcription	
  factor	
  2	
  

ATP	
   Adenosina	
  trifosfato	
  

BSA	
   Albúmina	
  de	
  suero	
  bovino	
  

CAAX	
   Secuencia	
  de	
  aminoácidos:	
  Cisteína-­‐Alifático-­‐Alifático-­‐Cualquiera	
  

cAMP	
   Adenosina	
  monofosfato	
  cíclico	
  

CD	
   Common	
  docking.	
  Sitio	
  común	
  de	
  unión	
  presente	
  en	
  MAPK	
  

CDK	
   Cycline	
  dependent	
  kinase	
  o	
  quinasa	
  dependiente	
  de	
  ciclinas	
  

cDNA	
   DNA	
  complementario	
  

CS	
   Suero	
  de	
  ternera	
  

C-­‐terminal	
   Carboxilo-­‐terminal	
  

Cys	
  (C)	
   Cisteína	
  

D	
  domain	
   Región	
  de	
  los	
  sustratos	
  de	
  MAPK	
  que	
  interacciona	
  con	
  el	
  dominio	
  

CD	
  

DAG	
   Diacilglicerol	
  

DBP	
   DEF	
  binding	
  pocket.	
  Motivo	
  de	
  MAPKs,	
  que	
  interacciona	
  con	
  DEF	
  

DEF	
   Docking	
  site	
  for	
  ERK	
  FXF.	
  Región	
  presente	
  en	
  algunos	
  sustratos	
  de	
  

MAPK	
  

DMEM	
   Medio	
  esencial	
  mínimo	
  de	
  Eagle,	
  modificado	
  por	
  Dulbecco/Vogt	
  



Abreviaturas	
  y	
  Acrónimos	
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DMSO	
   Dimetil	
  sulfóxido	
  

DTT	
   Dithiothreitol	
  

DUSPs	
   Fosfatasas	
  de	
  especificidad	
  dual	
  

ECL	
   Quimioluminiscencia	
  ampliada	
  

ED	
  	
   Exchange	
  docking	
  site.	
  Región	
  de	
  MAPK	
  implicada	
  en	
  la	
  interacción	
  

con	
  distintos	
  sustratos	
  

EDTA	
   N´N´N´N´-­‐Etilen-­‐diamino	
  tetra-­‐	
  acetato	
  disódico	
  

EGTA	
   Ethylene	
  glicol	
  tetraacetic	
  acid	
  

EGF	
   Factor	
  de	
  crecimiento	
  epidérmico	
  

EGFR	
   Receptor	
  del	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  epidérmico	
  

ERK	
   Extracellular	
  regulated	
  kinase	
  

Elk1	
   ETS	
  (E-­‐twenty	
  six)	
  like	
  gene	
  1	
  

G418	
   Geneticina	
  

GAP	
   Proteínas	
  activadoras	
  de	
  la	
  actividad	
  GTPasa	
  

GDP	
   Nucleótido	
  bifosfato	
  de	
  guanina	
  

GEF	
   Factor	
  de	
  intercambio	
  de	
  nucleótidos	
  

Gln	
  (Q)	
   Glutamina	
  

Glu	
  (E)	
   Ácido	
  Glutámico	
  

Gly	
  (G)	
   Glicina	
  

GPCR	
   Receptor	
  acoplado	
  a	
  proteína	
  G	
  

Grb2	
   Proteína	
  de	
  unión	
  a	
  receptores	
  de	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  

GRF	
   Guanine	
  nucleotide	
  releasing	
  factor	
  

GRP	
   Guanyl	
  releasing	
  factor	
  

GST	
   Glutatione	
  S-­‐transferase	
  

GTP	
   Nucleótido	
  trifosfato	
  de	
  guanina	
  



  Abreviaturas	
  y	
  Acrónimos	
  
	
  

	
   v	
  

GTPasa	
   Proteína	
  con	
  capacidad	
  intrínseca	
  de	
  catalizar	
  la	
  hidrólisis	
  de	
  GTP	
  

HA	
   Hemaglutinina	
  

HGF	
   Factor	
  de	
  crecimiento	
  de	
  hepatocitos	
  

His	
  (H)	
   Histidina	
  

H/N	
  -­‐/-­‐	
   Mefs	
  o	
  ratones	
  sin	
  expresión	
  de	
  HRas	
  ni	
  NRas	
  

HRG/NRG	
   Heregulina	
  

HSF1	
   Heat	
  shock	
  transcription	
  factor	
  1	
  

HVR	
   Región	
  hipervariable	
  de	
  Ras	
  

Iso	
  (I)	
   Isoleucina	
  

JNK	
   Quinasa	
  amino-­‐terminal	
  de	
  c-­‐Jun	
  

kb	
   Kilobase	
  

kDa	
   Kilodalton	
  	
  

KO	
   Knockout	
  

KSR	
   Kinase	
  supressor	
  of	
  Ras	
  

Leu	
  (L)	
   Leucina	
  

LB	
   Medio	
  de	
  Luria-­‐Bertani	
  

LPA	
   Ácido	
  lisofosfatídico	
  

LT	
   Lisado	
  total	
  

mA	
   mili-­‐Amperios	
  

MAPK	
  (MK)	
   Proteína	
  quinasa	
  activada	
  por	
  mitógenos	
  	
  

MAPKK	
  (MKK)	
   Quinasa	
  que	
  fosforila	
  MAPK	
  

MAPKKK	
  (MKKK)	
   Quinasa	
  que	
  fosforila	
  MAPKK	
  

MAPKAPK	
   Sustratos	
  de	
  MAPKs	
  que	
  a	
  su	
  vez	
  son	
  MAPK	
  

MEK	
   Quinasa	
  de	
  MAPK/ERK	
  

MEF	
   Fibroblasto	
  embrionario	
  de	
  ratón	
  



Abreviaturas	
  y	
  Acrónimos	
  

	
  vi	
  

MKPs	
   Fosfatasa	
  inhibidora	
  de	
  las	
  MAPKs	
  

MP1	
   Proteína	
  scaffold:	
  MEK	
  partner	
  1	
  

N-­‐terminal	
   Amino-­‐terminal	
  

NES	
   Señal	
  de	
  exportación	
  nuclear	
  

NF1	
   Neurofibromina	
  1	
  

NGF	
   Nerve	
  Growth	
  Factor	
  o	
  Factor	
  de	
  crecimiento	
  nervioso	
  

NLS	
   Señal	
  de	
  localización	
  nuclear	
  

NP-­‐40	
   Nonidet-­‐40	
  

PAK1	
   p21	
  activated	
  kinase	
  

PAGE	
   Electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  poliacrilamida	
  

pb	
   Par	
  de	
  bases	
  (de	
  nucleótidos)	
  

PBS	
   Solución	
  salina	
  tamponada	
  de	
  fosfato	
  

PCR	
   Reacción	
  en	
  cadena	
  de	
  la	
  polimerasa	
  

PD	
   Pull	
  down	
  

PDGF	
   Platelet	
  derived	
  growth	
  factor	
  o	
  Factor	
  de	
  crecimiento	
  derivado	
  de	
  

	
   plaquetas	
  

Phe	
  (F)	
   Fenilalanina	
  

PI3K	
   Fosfatidil-­‐inositol	
  3	
  quinasa	
  

PKA	
   Proteína	
  quinasa	
  dependiente	
  de	
  AMP	
  cíclico	
  

PKC	
   Proteína	
  quinasa	
  C	
  

PLC	
   Fosfolipasa	
  C	
  

Pro	
  (P)	
   Prolina	
  

PTPs	
   Tirosin	
  fosfatasas	
  

RBD	
   Ras	
  Binding	
  Domain	
  o	
  dominio	
  de	
  unión	
  a	
  Ras	
  

rpm	
   Revoluciones	
  por	
  minuto	
  



  Abreviaturas	
  y	
  Acrónimos	
  
	
  

	
   vii	
  

RSK	
   Quinasas	
  que	
  fosforilan	
  a	
  la	
  proteína	
  ribosomal	
  S6	
  

RTK	
   Receptores	
  con	
  actividad	
  tirosina	
  quinasa	
  

S/T	
  PPs	
   Serin/Treonin	
  fosfatasas	
  

SDS	
   Dodecil	
  sulfato	
  sódico	
  

Ser	
  (S)	
   Serina	
  

Sef	
   Similar	
  expression	
  of	
  FGF	
  protein	
  

SF	
   Suero	
  fetal	
  bovino	
  

SH2	
   Src	
  homology	
  2	
  

Sos	
   Son	
  of	
  sevenless	
  

ST	
   Starved	
  (privación	
  de	
  suero)	
  

STAT3	
   Signal	
  transducer	
  and	
  activator	
  transcription	
  3	
  

TAE	
   Tris-­‐acetate-­‐EDTA	
  

TBS-­‐T	
   Salino	
  tamponado	
  con	
  Tris-­‐Tween	
  

Thr	
  (T)	
   Treonina	
  

Tm	
   Temperatura	
  melting	
  o	
  unión	
  de	
  oligonucleotidos	
  

TPA	
   2-­‐O-­‐tetradecanoyl-­‐phorbol-­‐13-­‐acetate	
  

Tyr	
  (Y)	
   Tirosina	
  

UV	
   Ultravioleta	
  

V	
   Voltios	
  

V12	
   Formas	
  constitutivamente	
  activas	
  de	
  Ras	
  

Val	
   Valina	
  

VEGF	
   Factor	
  de	
  crecimiento	
  endotelial	
  vascular	
  

WB	
   Western	
  blot	
  

wt	
   Wild	
  type	
  o	
  forma	
  salvaje	
  de	
  una	
  proteína	
  

ZEO	
   Zeocina	
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I. INTRODUCCIÓN	
  

	
  

	
  

1. TRANSDUCCIÓN	
  DE	
  SEÑALES	
  EN	
  EL	
  CONTEXTO	
  CELULAR	
  

Las	
   células	
   de	
   cualquier	
   organismo	
   se	
   encuentran	
   en	
   continua	
   comunicación	
   con	
   su	
  

entorno	
  extracelular,	
  así	
  como	
  con	
  otras	
  células.	
  Los	
  mecanismos	
  que	
  permiten	
  a	
  la	
  célula	
  la	
  

comunicación,	
   se	
   podrían	
   englobar	
   en	
   un	
   único	
   concepto	
   como	
   señalización	
   celular	
   o	
  

transducción	
  de	
   señales,	
  bien	
   sea	
  bioquímica	
  o	
  biofísica.	
  Un	
  hecho	
  que	
  nos	
  puede	
  parecer	
  

tan	
  sencillo,	
  como	
  la	
  comunicación	
  con	
  el	
  entorno,	
  conlleva	
  una	
  maquinaria	
  de	
  alta	
  precisión,	
  

de	
  gran	
  complejidad	
  y	
  con	
  multitud	
  de	
  elementos.	
   La	
   regulación	
  de	
   las	
   funciones	
  celulares	
  

depende	
   de	
   la	
   transmisión	
   de	
   la	
   información	
   del	
   exterior	
   de	
   la	
   célula	
   a	
   su	
   interior,	
  

respondiendo	
  así	
  de	
  una	
  forma	
  correcta	
  al	
  dinámico	
  entorno	
  en	
  el	
  que	
  se	
  encuentra.	
  En	
  este	
  

mecanismo	
  participan	
  diferentes	
  rutas	
  de	
  transducción	
  de	
  señales,	
  en	
   las	
  que	
   las	
  proteínas	
  

son	
   los	
   principales	
   efectores.	
   Las	
   rutas	
   de	
   señalización	
   están	
   muy	
   reguladas	
   e	
  

interconectadas	
   entre	
   sí,	
   frecuentemente	
   formando	
   una	
   compleja	
   red	
   de	
   interacciones	
   y	
  

reacciones	
   enzimáticas,	
   que	
   permiten	
   finalmente	
   regular	
   procesos	
   biológicos	
   como	
  

proliferación,	
   metabolismo,	
   movimiento,	
   diferenciación	
   o	
   muerte	
   celular	
   (Jordan	
   et	
  

al.,2000)(Figura	
  1.1).	
  	
  

Las	
   rutas	
   de	
   señalización	
   mejor	
   caracterizadas	
   están	
   desencadenadas	
   por	
   receptores	
  

asociados	
   a	
   proteínas	
   G	
   heterotriméricas	
   o	
   bien	
   por	
   receptores	
   con	
   actividad	
   tirosina	
  

quinasa,	
   y	
   afectan	
   a	
   múltiples	
   rutas	
   efectoras	
   como	
   las	
   mediadas	
   por,	
   por	
   ejemplo,	
   la	
  

proteína	
  quinasa	
  C	
   (PKC),	
   fosfolipasa	
  C	
   (PLC),	
  proteína	
  quinasa	
  dependiente	
  de	
  AMP	
  cíclico	
  

(PKA),	
   fosfatidil-­‐inositol	
   3	
   quinasa	
   (PI3K)	
   o	
   proteínas	
   quinasas	
   activadas	
   por	
   mitógenos	
  

(MAPKs),	
   entre	
   otras.	
   Las	
   rutas	
   de	
   señalización	
   mediadas	
   por	
   MAPKs	
   son	
   de	
   las	
   más	
  

estudiadas	
  y	
  mejor	
  caracterizadas.	
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2. FAMILIA	
  DE	
  LAS	
  MAP	
  QUINASAS	
  

2.1. Proteínas	
  quinasas	
  

Las	
  proteínas	
  quinasas	
  activadas	
  por	
  mitógenos	
  (MAP	
  quinasas	
  o	
  MAPKs)	
  pertenecen	
  a	
  la	
  

superfamilia	
   de	
   proteínas	
   quinasas,	
   y	
   se	
   encuadran	
   dentro	
   del	
   grupo	
   CMGC	
   que	
   también	
  

incluye	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  la	
  glicógeno	
  sintasa	
  3	
  (GSK3),	
   la	
  familia	
  de	
  las	
  quinasas	
  dependientes	
  

de	
  ciclinas	
  y	
  la	
  familia	
  Clk	
  (Cdk-­‐like	
  kinase).	
  La	
  función	
  de	
  las	
  proteínas	
  quinasas	
  es	
  catalizar	
  la	
  

transferencia	
   reversible	
   del	
   fosfato	
   γ	
   del	
   ATP,	
   al	
   grupo	
   hidroxilo	
   de	
   residuos	
   de	
   tirosina,	
  

treonina	
  o	
  serina	
  de	
  las	
  proteínas	
  sustrato.	
  La	
  fosforilación	
  de	
  las	
  proteínas	
  sustrato,	
  junto	
  a	
  

la	
   desfosforilación	
   de	
   las	
   mismas	
   llevada	
   a	
   cabo	
   por	
   proteínas	
   fosfatasas	
   específicas,	
  

permiten	
  modular	
  su	
  actividad,	
  regulando	
  así	
  distintos	
  procesos	
  biológicos	
  en	
  función	
  de	
  su	
  

actividad	
   enzimática,	
   la	
   interacción	
   con	
   otras	
   proteínas	
   o	
   moléculas,	
   su	
   localización	
  

Figura	
   1.1.	
   Esquema	
   de	
   la	
   integración	
   de	
   las	
   diferentes	
   rutas	
   de	
   señalización	
   en	
   la	
   célula.	
   Se	
  
representan	
  tanto	
  los	
  estímulos	
  extracelulares	
  como	
  las	
  proteínas	
  que	
  forman	
  las	
  cascadas	
  de	
  señalización.	
  
Se	
   destaca	
   la	
   ruta	
   de	
   las	
  MAPKs,	
   encuadrada	
   en	
   rojo,	
   y	
   alguna	
   de	
   las	
   proteínas	
   más	
   importantes	
   que	
  
componen	
   la	
  red	
  de	
   interacciones,	
  destacadas	
  en	
  círculo	
  rojo.	
  Se	
  utiliza	
   la	
   letra	
  de	
  color	
  rojo	
  para	
  aquellas	
  
proteínas	
  que	
  están	
  implicadas	
  en	
  alteraciones	
  oncogénicas.	
  Destacadas	
  en	
  amarillo,	
  los	
  procesos	
  biológicos	
  
que	
  pueden	
  regular	
  cada	
  una	
  de	
  ellas.	
  Adaptado	
  de	
  Hanahan	
  and	
  Weinberg,	
  2000.	
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subcelular	
  o	
  su	
  estabilidad	
  (Hanks	
  and	
  Hunter,	
  1995;	
  Johnson	
  and	
  Lapadat,	
  2002;	
  Yaffe	
  and	
  

Elia,	
  2001).	
  De	
  tal	
  manera	
  que	
  la	
  desregulación	
  de	
  las	
  proteínas	
  quinasas	
  supone	
  en	
  muchos	
  

casos	
  desordenes	
  fisiológicos	
  y	
  enfermedades	
  tan	
  importantes	
  como	
  el	
  cáncer	
  (Hanahan	
  and	
  

Weinberg,	
  2000;	
  Kim	
  and	
  Choi,	
  2010;	
  Kolch,	
  2000).	
  	
  

Es	
  de	
  gran	
  importancia,	
  por	
  lo	
  tanto,	
  la	
  correcta	
  regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  las	
  proteínas	
  

quinasas,	
   manteniendo	
   el	
   correcto	
   patrón	
   de	
   fosforilación	
   de	
   las	
   proteínas	
   sustrato.	
   De	
  

hecho,	
  el	
  30%	
  de	
  las	
  proteínas	
  humanas	
  están	
  fosforiladas,	
  por	
  lo	
  que	
  la	
  actividad	
  quinasa	
  es	
  

muy	
  frecuente.	
  Hoy	
  en	
  día	
  se	
  sabe	
  que	
  el	
  2%	
  de	
  los	
  genes	
  humanos	
  codifican	
  para	
  proteínas	
  

quinasas,	
   habiéndose	
   identificado	
   518	
   	
   proteínas	
   quinasas	
   diferentes,	
   englobadas	
   en	
   el	
  

denominado	
  kinoma	
  humano,	
   como	
  complemento	
  a	
   la	
   secuenciación	
  del	
   genoma	
  humano	
  

(Manning	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

	
  

2.2. Características	
  de	
  las	
  MAPKs	
  

Las	
  proteínas	
  quinasas	
  activadas	
  por	
  mitógenos	
  o	
  MAPKs	
  recibieron	
  dicho	
  acrónimo	
  por	
  

su	
   capacidad	
  de	
   fosforilar	
   la	
  proteína	
  asociada	
  a	
  microtúbulos	
  2	
   (MAP-­‐2)	
   (Ray	
  and	
  Sturgill,	
  

1988),	
  sin	
  embargo,	
  su	
  nombre	
  actual	
  se	
  asignó	
  tras	
  la	
  búsqueda	
  de	
  sustratos	
  activados	
  por	
  

mitógenos	
   realizada	
   a	
   principios	
   de	
   los	
   años	
   80,	
   encontrándose	
   que	
   eran	
   activadas	
   por	
  

factores	
  de	
  crecimiento	
  (Rossomando	
  et	
  al.,	
  1989).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Se	
   trata	
   de	
   una	
   familia	
   de	
   proteínas	
   muy	
   conservada	
   en	
   plantas,	
   hongos	
   y	
   animales.	
  

Todas	
  ellas	
  poseen	
  once	
   subdominios	
  en	
   su	
   región	
  catalítica,	
   con	
  un	
  40	
  %	
  de	
   identidad	
  en	
  

Figura	
  1.2.	
  Clasificación	
  de	
  la	
  familia	
  de	
  las	
  MAPKs.	
  Cada	
  una	
  de	
  las	
  proteínas	
  quinasas	
  se	
  representan	
  
en	
  negro,	
  indicando	
  la	
  subfamilia	
  a	
  la	
  que	
  pertenecen.	
  (Adaptado	
  de	
  Cell	
  Signaling	
  Technologies).	
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esta	
  región,	
  por	
  lo	
  que	
  las	
  estructuras	
  y	
  actividades	
  catalíticas	
  son	
  muy	
  similares	
  entre	
  ellas	
  

(Taylor	
   et	
   al.,	
   1993).	
   En	
  mamíferos	
   se	
   conocen	
   cerca	
  de	
  20	
  MAPKs,	
   y	
   en	
  humanos,	
   se	
  han	
  

identificado	
   14	
   genes	
   que	
   codifican	
  para	
  MAPKs	
   formando	
  parte	
   de	
   7	
   vías	
   de	
   señalización	
  

diferentes	
  (Coulombe	
  and	
  Meloche,	
  2007;	
  Pearson	
  et	
  al.,	
  2001)	
  (Figura	
  1.2).	
  

Las	
  MAPKs	
  constituyen	
  una	
  familia	
  de	
  serina/treonina	
  proteínas	
  quinasas	
  que	
  convierten	
  

estímulos	
   extracelulares	
   en	
   un	
   amplio	
   rango	
   de	
   respuestas	
   celulares.	
   Estas	
   proteínas	
   son	
  

activadas	
  mediante	
  cascadas	
  de	
  fosforilación,	
  transmitiendo	
  así	
   las	
  señales	
  extracelulares	
  al	
  

interior	
  celular,	
  integrando	
  estímulos	
  y	
  convirtiéndolos	
  en	
  respuestas	
  bioquímicas.	
  De	
  hecho,	
  

todas	
   las	
   células	
   eucariotas	
   poseen	
   múltiples	
   vías	
   de	
   MAPKs	
   que	
   regulan,	
   de	
   manera	
  

coordinada,	
   distintos	
   procesos	
   como	
   la	
   expresión	
   génica,	
  mitosis,	
  metabolismo,	
  motilidad,	
  

supervivencia,	
  apoptosis	
  y	
  diferenciación.	
  	
  

Para	
   su	
  completa	
  activación,	
   las	
  proteínas	
  MAPKs	
   requieren	
   la	
   fosforilación	
  en	
   residuos	
  

de	
   tirosina	
   y	
   treonina	
   (Payne	
   et	
   al.,	
   1991;	
   Robbins	
   et	
   al.,	
   1993).	
   Por	
   otra	
   parte,	
   para	
   la	
  

desactivación	
  de	
  las	
  MAPKs	
  se	
  necesita	
  la	
  acción	
  de	
  fosfatasas	
  específicas,	
  que	
  eliminen	
  los	
  

grupos	
   fosfato	
   necesarios	
   para	
   la	
   activación.	
   Con	
   todo	
   esto,	
   las	
   MAPKs	
   forman	
   parte	
   de	
  

cascadas	
  de	
  señalización,	
   teniendo	
  al	
  menos	
  dos	
  quinasas	
  previas	
  en	
   la	
   cascada	
  y,	
  una	
  vez	
  

activas,	
  son	
  capaces	
  de	
  fosforilar	
  sus	
  sustratos	
  en	
  residuos	
  de	
  serina	
  o	
  treonina	
  (seguidos	
  de	
  

prolina)(Figura	
   1.3).	
   Además,	
   las	
  MAPKs	
   suelen	
   encontrarse	
   formando	
   parte	
   de	
   complejos	
  

multiproteicos	
  junto	
  a	
  otras	
  quinasas	
  o	
  proteínas	
  reguladoras	
  (Cobb,	
  1999;	
  Kolch,	
  2000).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   1.3.	
   Representación	
   de	
  
la	
   activación	
   de	
   MAPKs	
   y	
   la	
  
reacción	
   enzimática	
   de	
  
fosforilación	
   reversible	
   de	
   los	
  
sustratos.	
   Las	
   MAPKs	
   son	
  
activadas	
   tras	
   la	
   fosforilación	
   de	
  
residuos	
  de	
  treonina	
  (T)	
  y	
  tirosina	
  
(Y).	
   Para	
   su	
   desactivación	
   es	
  
necesaria	
   la	
   acción	
   de	
   fosfatasas	
  
específicas	
  que	
  eliminen	
  uno	
  o	
  los	
  
dos	
   grupos	
   fosfato	
   (P)	
   de	
   dichos	
  
residuos.	
  Una	
  vez	
  activa,	
   la	
  MAPK	
  
es	
  capaz	
  de	
  fosforilar	
  las	
  proteínas	
  
sustrato	
  en	
   residuos	
  de	
  serina	
   (S)	
  
o	
  treonina	
  (T).	
  !
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2.3. Identificación	
  y	
  clasificación	
  de	
  las	
  MAPKs	
  

Existen	
  cuatro	
  subfamilias	
  de	
  MAP	
  quinasas	
  “clásicas”:	
  

o ERK1	
   y	
   ERK2	
   (Extracellular	
   Regulated	
   Kinases):	
   ERK1	
   fue	
   la	
   primera	
   MAPK	
  

caracterizada	
   en	
  mamíferos,	
   y	
   se	
   encontró	
   por	
   ser	
   fosforilada	
   en	
   respuesta	
   a	
   factores	
   de	
  

crecimiento	
   (Ray	
   and	
   Sturgill,	
   1988).	
   Además,	
   también	
   puede	
   ser	
  

activada	
  por	
  otros	
  estímulos	
   como	
  ésteres	
  de	
   forbol,	
   y	
   en	
  menor	
  

medida,	
   por	
   citoquinas	
   y	
   estrés	
   osmótico.	
   Las	
   quinasas	
   ERK1	
   y	
  

ERK2	
   componen	
   esta	
   subfamilia,	
   compartiendo	
   un	
   83%	
   de	
  

homología	
  en	
  la	
  secuencia	
  de	
  aminoácidos.	
  También	
  pertenecen	
  a	
  

este	
   grupo	
   las	
   isoformas	
   ERK1b	
   (Yung	
   et	
   al.,	
   2000),	
   ERK1c	
  

(Aebersold	
   et	
   al.,	
   2004)	
   y	
   la	
   denominada	
   ERK2b	
   (Gonzalez	
   et	
   al.,	
  

1992),	
  que	
  son	
  isoformas	
  generadas	
  por	
  splicing	
  alternativo	
  a	
  partir	
  

de	
  los	
  genes	
  ERK1	
  y	
  ERK2.	
  El	
  motivo	
  de	
  fosforilación	
  de	
  todas	
  ellas	
  

corresponde	
  a	
  Thr-­‐Glu-­‐Tyr	
  (TEY).	
  

	
  

	
  

o JNKs	
   (c-­‐jun	
  N-­‐terminal	
  Kinases):	
  También	
   llamadas	
   SAPKs	
   (Stress	
  Activated	
  Protein	
  

Kinases),	
   por	
   su	
   capacidad	
   de	
   ser	
   activadas	
   en	
   respuesta	
   a	
   estrés	
   ambiental	
   y	
   estrés	
  

oxidativo,	
   además	
   de	
   citoquinas	
   y	
   ciertos	
   ligandos	
   de	
   receptores	
   acoplados	
   a	
   proteínas	
   G	
  

(GPCRs)	
   (Bogoyevitch	
   et	
   al.,	
   2010).	
   A	
   esta	
   subfamilia	
   pertenecen	
  

proteínas	
  codificadas	
  por	
  tres	
  genes	
  distintos	
  (JNK1,	
  JNK2	
  y	
  JNK3),	
  	
  

y	
  más	
  de	
  10	
  isoformas	
  generadas	
  por	
  splicing	
  alternativo	
  (Kyriakis	
  

and	
  Avruch,	
  2001).	
  Su	
  motivo	
  de	
  fosforilación	
  es	
  Thr-­‐Pro-­‐Tyr	
  (TPY),	
  

y	
  una	
  vez	
  fosforiladas	
  y	
  activas	
  son	
  capaces	
  de	
  fosforilar	
  sustratos	
  

como	
   c-­‐jun,	
   p53,	
   Elk1,	
   c-­‐myc,	
   junB,	
  ATF2,	
  HSF1	
   y	
   STAT3	
   (Johnson	
  

and	
   Lapadat,	
   2002;	
   Raman	
   et	
   al.,	
   2007).	
  De	
   esta	
  manera	
   pueden	
  

regular	
   la	
   actividad	
   transcripcional	
   de	
   las	
   células	
   según	
   la	
  

estimulación	
  recibida,	
  tras	
  la	
  formación	
  del	
  complejo	
  AP1.	
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Figura	
   1.4.	
   Esquema	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
   señalización	
   en	
   la	
   que	
   participan	
   ERK1/2.	
   La	
   cascada	
   de	
  
señalización	
  Raf-­‐MEK-­‐ERK	
  puede	
  ser	
  activada	
  por	
  diferentes	
  mitógenos	
  y	
  participa	
  en	
  diversas	
  respuestas	
  
celulares.	
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Figura	
  1.5.	
  Esquema	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  en	
  la	
  que	
  participan	
  
las	
  proteínas	
  JNKs.	
  La	
  cascada	
  de	
  señalización	
  de	
  JNK	
  puede	
  ser	
  activada	
  por	
  
diferentes	
   mitógenos	
   y	
   participa	
   en	
   diversas	
   respuestas	
   celulares,	
   con	
   un	
  
papel	
  importante	
  en	
  apoptosis	
  y	
  procesos	
  inflamatorios.	
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o p38	
  MAPK:	
  	
  también	
  conocida	
  como	
  CSBP,	
  mHOG1,	
  RK	
  y	
  SAPK2.	
  Esta	
  subfamilia	
  de	
  

MAPK	
   responde	
   a	
   estímulos	
   de	
   estrés,	
   como	
   el	
   choque	
   osmótico	
   y	
   térmico,	
   así	
   como	
   a	
  

hormonas	
  y	
  citoquinas	
   inflamatorias	
   (Han	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Lee	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Rouse	
  et	
  al.,	
  1994).	
  

Este	
  grupo	
  comprende	
  cuatro	
  isoformas	
  codificadas	
  por	
  cuatro	
  genes	
  distintos:	
  p38α,	
  p38β,	
  

p38γ	
   y	
   p38δ	
   (Kyriakis	
   and	
   Avruch,	
   2001).	
   Además	
   existen	
   otras	
   isoformas	
   generadas	
   por	
  

splicing	
  alternativo	
  a	
  partir	
  de	
  p38α	
  como	
  CSBP1	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  1994),	
  

Mxi2	
  (Zervos	
  et	
  al.,	
  1995)	
  y	
  Exip	
  (Sudo	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Su	
  motivo	
  de	
  

fosforilación	
   es	
   Thr-­‐Gly-­‐Tyr	
   (TGY)	
   y	
   están	
   implicadas	
   en	
   la	
  

inducción	
  de	
  apoptosis	
  y	
  en	
   la	
  regulación	
  de	
   la	
  respuesta	
   inmune	
  

(Cuadrado	
   and	
   Nebreda,	
   2010;	
  Martín-­‐Blanco,	
   2000),	
   por	
   lo	
   que	
  

tienen	
   un	
   papel	
   muy	
   importante	
   en	
   diferentes	
   enfermedades	
  

humanas,	
   como	
   el	
   asma	
   o	
   enfermedades	
   autoinmunes	
   (Johnson	
  

and	
   Lapadat,	
   2002).	
   La	
  mayoría	
   de	
   los	
   estímulos	
   que	
   activan	
  p38	
  

también	
  son	
  capaces	
  de	
  estimular	
  	
  a	
  JNK.	
  

	
  

	
  

	
  

o ERK5/BMK1	
  (Big	
  Mitogen-­‐Activated	
  Protein	
  Kinase	
  1):	
  Es	
  una	
  MAPK	
  descubierta	
  en	
  

1995	
  con	
  un	
  tamaño	
  mucho	
  mayor	
  que	
  el	
  resto	
  de	
  las	
  MAPKs,	
  radicando	
  esta	
  diferencia	
  en	
  el	
  

extremo	
  carboxilo	
  terminal	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Se	
  han	
  identificado	
  tres	
   isoformas,	
  generadas	
  

por	
  splicing	
  alternativo,	
  denominadas	
  ERK5a,	
  ERK5b	
  y	
  ERK5c	
  (Yan	
  

et	
   al.,	
   2001).	
   Su	
   activación	
   es	
   dependiente	
   de	
   mitógenos	
   y	
   de	
  

estrés	
  celular	
  (Kamakura	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Al	
  igual	
  que	
  ERK1/2,	
  su	
  sitio	
  

de	
   fosforilación	
   es	
   Thr-­‐Glu-­‐Tyr	
   (TEY),	
   aunque	
   no	
   es	
   necesaria	
   su	
  

activación	
   para	
   su	
   translocación	
   al	
   núcleo	
   (Borges	
   et	
   al.,	
   2007;	
  

Raviv	
   et	
   al.,	
   2004)	
   ya	
   que	
   en	
   su	
   dominio	
   carboxilo	
   terminal	
  

presenta	
  una	
  secuencia	
  de	
   localización	
  nuclear	
  o	
  NLS	
  (Buschbeck	
  

and	
  Ullrich,	
  2005).	
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Figura	
  1.7.	
  Esquema	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  en	
  la	
  que	
  participa	
  
la	
   quinasa	
   ERK5.	
   La	
   proteína	
   ERK5	
   participa	
   en	
   cascadas	
   de	
   señalización	
  
estimuladas	
  por	
  diferentes	
  mitógenos	
  y	
   factores	
  de	
  estrés,	
  con	
   implicación	
  
en	
  respuestas	
  asociadas	
  al	
  crecimiento	
  o	
  diferenciación.	
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Figura	
   1.6.	
   Esquema	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
   señalización	
   en	
   la	
   que	
  
participan	
  las	
  proteínas	
  quinasas	
  de	
   la	
  familia	
  de	
  p38.	
  La	
  cascada	
  de	
  
señalización	
  de	
  p38	
  responde	
  a	
  estímulos	
  de	
  estrés,	
  regulando	
  respuestas	
  
biológicas	
  como	
  apoptosis	
  y	
  procesos	
  de	
  inflamación.	
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Además	
  de	
  las	
  MAPK	
  clásicas,	
  también	
  se	
  han	
  caracterizado	
  otras	
  MAPKs	
  atípicas	
  como	
  es	
  

el	
  caso	
  de:	
  

	
  

o ERK3/4:	
  ERK3	
  fue	
  clonado	
  en	
  1991	
  por	
  homología	
  con	
  la	
  secuencia	
  de	
  ERK1,	
  al	
  igual	
  

que	
   ERK4	
   (García	
   et	
   al.,	
   1996;	
   Gonzalez	
   et	
   al.,	
   1992).	
   Estas	
   quinasas	
   poseen	
   un	
   sitio	
   de	
  

activación	
   Ser-­‐Glu-­‐Gly	
   (SEG),	
   por	
   lo	
   cual	
   tienen	
   únicamente	
   un	
   residuo	
   aceptor	
   de	
   grupos	
  

fosfato	
  (Figura	
  1.8).	
  A	
  diferencia	
  del	
  resto	
  de	
  las	
  MAPKs	
  clásicas,	
  la	
  fosforilación	
  de	
  activación	
  

de	
   ERK3	
   	
   puede	
   ser	
   constitutiva	
   en	
   condiciones	
   de	
   ausencia	
   de	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   o	
  

estrés	
  químico	
  (Déléris	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Aunque	
  se	
  conoce	
  poco	
  del	
  papel	
  biológico	
  de	
  ERK4,	
  si	
  

se	
   sabe	
   que	
   ERK3	
   participa	
   en	
   procesos	
   como	
   proliferación	
   celular,	
   progresión	
   del	
   ciclo	
  

celular	
  y	
  diferenciación	
  (Coulombe	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Julien	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

	
  

o NLK	
  (Nemo	
  Like	
  Kinase):	
  Esta	
  quinasa	
  fue	
  descubierta	
  en	
  mamíferos	
  como	
  proteína	
  

homóloga	
  de	
  la	
  proteína	
  Nemo	
  de	
  Drosophila	
  melanogaster	
  (Brott	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Presenta	
  un	
  

45%	
  de	
  homología	
   con	
  el	
   dominio	
   catalítico	
  de	
   ERK2.	
   Esta	
  quinasa	
  puede	
   ser	
   activada	
  por	
  

estímulos	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   señalización	
   de	
   Wnt	
   y	
   algunas	
   citoquinas	
   (Kanei-­‐Ishii	
   et	
   al.,	
   2004;	
  

Kojima	
  et	
  al.,	
  2005)	
  pudiendo	
  regular	
  la	
  ruta	
  de	
  la	
  β-­‐catenina	
  en	
  respuesta	
  a	
  la	
  estimulación	
  

por	
   Wnt.	
   Presenta	
   extensiones	
   en	
   el	
   dominio	
   amino	
   y	
   carboxilo	
   terminal,	
   que	
   no	
   están	
  

presentes	
  en	
  las	
  MAPKs	
  clásicas.	
  Además,	
  contiene	
  un	
  único	
  residuo	
  de	
  fosforilación	
  dentro	
  

del	
  motivo	
  de	
  activación	
  Thr-­‐Gln-­‐Glu	
  (TQE)	
  (Figura	
  1.8).	
  

	
  

o ERK7/8:	
   La	
   quinasa	
   ERK7	
   fue	
   identificada	
  mediante	
   amplificación	
   por	
   PCR	
   de	
   una	
  

librería	
  de	
  cDNA	
  de	
  rata,	
  usando	
  oligonucleótidos	
  de	
  ERK1	
  degenerados.	
  Posteriormente	
  se	
  

identificó	
   su	
   ortólogo	
   humano,	
   ERK8	
   (Abe	
   et	
   al.,	
   1999;	
   Coulombe	
   and	
  Meloche,	
   2007).	
   Se	
  

activa	
  en	
  respuesta	
  a	
  estrés	
  oxidativo	
  y	
  a	
  factores	
  mitogénicos,	
  y	
  parece	
  estar	
  implicada	
  en	
  la	
  

degradación	
  del	
  receptor	
  de	
  estrógenos	
  (Henrich	
  et	
  al.,	
  2003).	
  ERK7	
  contiene	
  un	
  motivo	
  de	
  

fosforilación	
   Thr-­‐Glu-­‐Tyr	
   (TEY)	
   al	
   igual	
   que	
   ERK1/2	
   (Figura	
   1.8)	
   pero	
   la	
   fosforilación	
   parece	
  

estar	
  catalizada	
  por	
  la	
  propia	
  ERK7,	
  y	
  no	
  por	
  otra	
  proteína	
  quinasa	
  (Abe	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Por	
  otro	
  

lado,	
   se	
   sabe	
  que	
  ERK8	
  presenta	
  altos	
  niveles	
  de	
  expresión	
  en	
  pulmón	
  y	
   riñón	
   (Abe	
  et	
   al.,	
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2002),	
  se	
  desconoce	
  su	
  papel	
  fisiológico	
  aunque	
  se	
  ha	
  descrito	
  su	
  capacidad	
  por	
  fosforilar	
  a	
  

MBP	
  (myelin	
  basic	
  protein)	
  (Klevernic	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

2.4. Activación	
  y	
  regulación	
  de	
  cascadas	
  de	
  MAPKs	
  

2.4.1. Activación	
  de	
  cascadas	
  de	
  MAPKs	
  

La	
   señalización	
   celular,	
   utilizando	
   cascadas	
   de	
   quinasas,	
   no	
   es	
   un	
   proceso	
   único	
   de	
  

mamíferos,	
   de	
   hecho	
   se	
   identificó	
   en	
   primer	
   término	
   en	
   levaduras,	
   donde	
   las	
   cascadas	
  

moleculares	
   transmiten	
  señales	
  desde	
   la	
   superficie	
  celular	
  controlando	
   finalmente	
  diversos	
  

procesos,	
   entre	
   los	
   que	
   destacan	
   el	
   apareamiento,	
   biosíntesis	
   de	
   la	
   pared	
   celular	
   y	
   la	
  

osmorregulación.	
   Pero	
   existe	
   una	
   gran	
   diferencia	
   entre	
   la	
   señalización	
   en	
   levaduras	
   y	
   la	
  

señalización	
   en	
   mamíferos:	
   mientras	
   que	
   en	
   levaduras	
   la	
   respuesta	
   a	
   un	
   determinado	
  

estímulo	
  actúa	
  mediante	
  la	
  activación	
  de	
  una	
  única	
  ruta	
  (Pearson	
  et	
  al.,	
  2001),	
  en	
  mamíferos	
  

se	
   pueden	
   activar	
   varias	
   rutas	
   de	
   señalización	
   de	
   forma	
   simultánea	
   como	
   respuesta	
   a	
   un	
  

único	
  estímulo	
  (Raman	
  and	
  Cobb,	
  2003).	
  

Cada	
  uno	
  de	
  los	
  grupos	
  de	
  MAPKs	
  clásicas	
  está	
  compuesto	
  por	
  un	
  conjunto	
  de	
  quinasas,	
  

conservadas	
   evolutivamente,	
   que	
   actúan	
   de	
   manera	
   secuencial	
   en	
   una	
   cascada	
   de	
  

fosforilaciones.	
   La	
   vía	
   de	
   señalización	
   puede	
   dividirse	
   en	
   dos	
   fases,	
   por	
   una	
   parte,	
   la	
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Figura	
   1.8.	
   Esquema	
   de	
   la	
   estructura	
   de	
   las	
   MAPKs	
   humanas,	
   tanto	
   clásicas	
   como	
   atípicas.	
   Las	
  
proteínas	
   MAPKs	
   están	
   formadas	
   por	
   un	
   dominio	
   quinasa	
   (en	
   azul)	
   flanqueada	
   por	
   extremos	
   amino	
   y	
  
carboxilo	
   terminal	
   que	
   pueden	
   tener	
   longitudes	
   variables.	
   Dentro	
   del	
   dominio	
   quinasa	
   se	
   representa	
   el	
  
porcentaje	
  de	
  homología	
  con	
  respecto	
  a	
  ERK1,	
  y	
  mediante	
  la	
  abreviatura	
  de	
  los	
  aminoácidos	
  se	
  indica	
  el	
  sitio	
  
de	
   activación.	
   TAD:	
   dominio	
   de	
   transactivación;	
   C34:	
   región	
   conservada	
   en	
   ERK3/4;	
   AHQr:	
   dominio	
   rico	
   en	
  
alanina	
  (A),	
  histidina	
  (H)	
  y	
  glutamina	
  (Q).	
  Adaptado	
  de	
  Coulombe	
  et	
  al.,	
  2007.	
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señalización	
   a	
   nivel	
   de	
   membrana,	
   donde	
   un	
   receptor	
   es	
   activado	
   por	
   factores	
   de	
  

crecimiento,	
   que	
   puede	
   implicar	
   la	
   activación	
   de	
   proteínas	
   pequeñas	
   de	
   unión	
   a	
   GTP,	
  

mediado	
  por	
  proteínas	
  adaptadoras.	
   En	
  una	
   segunda	
   fase,	
   a	
  nivel	
   citosólico,	
   se	
  produce	
   la	
  

estimulación	
  del	
  módulo	
  de	
  proteínas	
  quinasas	
  citoplasmáticas,	
  constituido	
  por:	
  una	
  proteína	
  

MAPK,	
   una	
   proteína	
   MAPK	
   quinasa	
   (MAPKK)	
   y	
   una	
   proteína	
   MAPKK	
   quinasa	
   (MAPKKK),	
  

aunque	
  en	
  algunos	
  casos	
  se	
  encuentran	
  quinasas	
  adicionales	
  por	
  encima	
  de	
  este	
  módulo	
  de	
  

tres	
  quinasas.	
  

Las	
  proteínas	
  MAPKKK,	
  también	
  denominadas	
  MEKK	
  o	
  MKKK,	
  son	
  por	
  lo	
  tanto,	
  el	
  primer	
  

componente	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
   señalización	
   de	
   las	
   MAPKs.	
   Son	
   proteínas	
   serina/treonina	
  

quinasas,	
   que	
   normalmente	
   son	
   activadas	
   por	
   fosforilación,	
   y/o	
   como	
   resultado	
   de	
   su	
  

interacción	
  con	
  proteínas	
  G	
  pequeñas,	
  como	
  pueden	
  ser	
  Ras,	
  Rac	
  y	
  Rap1.	
  Su	
  activación	
  puede	
  

iniciarse	
  en	
  respuesta	
  a	
  la	
  estimulación	
  extracelular	
  desde	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  aunque	
  

también	
  puede	
  iniciarse	
  por	
  la	
  acción	
  de	
  otras	
  enzimas.	
  Este	
  tipo	
  de	
  quinasas	
  se	
  caracterizan	
  

por	
  su	
  gran	
  variabilidad	
  estructural	
  entre	
  sus	
  miembros,	
  y	
  por	
   tener	
  motivos	
  de	
  regulación	
  

diferentes	
  al	
  resto	
  de	
  los	
  componentes	
  de	
  la	
  cascada.	
  Pueden	
  presentar	
  dominios	
  de	
  unión	
  a	
  

proteínas	
   G	
   y	
   secuencias	
   de	
   dimerización	
   por	
   cremalleras	
   de	
   leucina	
   (Chen	
   et	
   al.,	
   2001;	
  

Johnson	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Rubinfeld	
  and	
  Seger,	
  2005).	
  Dentro	
  de	
  este	
  grupo	
  de	
  quinasas	
  podemos	
  

destacar	
  las	
  proteínas	
  detalladas	
  en	
  la	
  siguiente	
  tabla:	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  Figura	
  1.9.	
  Resumen	
  de	
   las	
  diferentes	
  proteínas	
  MAPKKK	
  en	
  relación	
  a	
  sus	
  activadores,	
  efectores	
  y	
  
posibles	
   implicaciones	
   biológicas.	
   PACKs	
   (γp21	
   activated	
   kinase),	
  MLK	
   (Mixed-­‐Lineage	
   Kinase),	
   Raf	
   (Ras	
  
Activated	
  Protein),	
  MEKK	
  (MAPKKK).	
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La	
  activación	
  de	
  las	
  MAPKKKs	
  conlleva	
  la	
  fosforilación	
  y	
  activación	
  de	
  una	
  MAPKK	
  con	
  una	
  

alta	
  especificidad.	
  

Las	
  MAPKK	
  también	
  denominadas	
  MEK	
  o	
  MKK,	
  	
  son	
  enzimas	
  con	
  especificidad	
  dual	
  que	
  

pueden	
  fosforilar	
  tanto	
  residuos	
  de	
  serina/treonina	
  como	
  residuos	
  de	
  tirosina.	
  A	
  pesar	
  de	
  su	
  

capacidad	
  de	
  fosforilar	
  tanto	
  las	
  cadenas	
  laterales	
  de	
  los	
  aminoácidos	
  alifáticos	
  como	
  las	
  de	
  

los	
   aminoácidos	
   aromáticos,	
   según	
   el	
   contexto	
   celular,	
   la	
   especificidad	
   de	
   los	
   sustratos	
   es	
  

muy	
  limitada.	
  De	
  tal	
  manera	
  que	
  cada	
  MAPKK	
  fosforila	
  una	
  MAPK	
  o	
  unas	
  pocas	
  MAPKs,	
  y	
  lo	
  

hacen	
  siempre	
  en	
  los	
  motivos	
  de	
  fosforilación	
  específicos	
  de	
  cada	
  MAPK,	
  pudiendo	
  ser	
  TEY,	
  

TPY	
  o	
  TGY	
  (siendo	
  la	
  secuencia	
  consenso	
  TXY).	
  Se	
  han	
  descrito	
  7	
  proteínas	
  pertenecientes	
  a	
  

este	
  grupo	
  (además	
  de	
  algunas	
  formas	
  generadas	
  por	
  splicing	
  alternativo	
  a	
  partir	
  de	
  alguna	
  

de	
  ellas),	
  cada	
  una	
  de	
  ellas	
  con	
  sustratos	
  específicos:	
  MEK1/2	
  (o	
  MKK1/2)	
  que	
  son	
  capaces	
  de	
  

fosforilar	
   y	
   activar	
   a	
   ERK1/2,	
   las	
   quinasas	
   MKK3	
   y	
   MKK6	
   que	
   activan	
   la	
   quinasa	
   p38	
  

(Raingeaud	
  et	
  al.,	
  1996),	
  la	
  proteína	
  quinasa	
  MKK4	
  que	
  es	
  capaz	
  de	
  fosforilar	
  tanto	
  p38	
  y	
  JNK	
  

(Dérijard	
   et	
   al.,	
   1995),	
   la	
   quinasa	
   MKK7	
   que	
   también	
   es	
   capaz	
   de	
   activar	
   la	
   vía	
   de	
   JNK	
  

fosforilando	
  en	
  el	
  residuo	
  de	
  treonina	
  de	
  su	
  sitio	
  de	
  activación	
  (Fleming	
  et	
  al.,	
  2000),	
  y	
  por	
  

último,	
  la	
  quinasa	
  MKK5	
  que	
  fosforila	
  de	
  manera	
  muy	
  específica	
  a	
  ERK5	
  (Zhou	
  et	
  al.,	
  1995).	
  

Como	
   ya	
   se	
   ha	
   dicho,	
   las	
  MAPKs	
   son	
   activadas	
   tras	
   la	
   fosforilación	
  de	
   los	
   residuos	
   	
   de	
  

treonina	
  y	
   tirosina	
  dentro	
  del	
  dominio	
  conservado	
  TXY.	
  Esta	
  doble	
   fosforilación	
  es	
  esencial	
  

para	
  su	
  actividad	
  enzimática	
  y	
  su	
  capacidad	
  de	
   fosforilar	
  distintos	
  sustratos	
   (Robbins	
  et	
  al.,	
  

1993).	
  Todas	
  las	
  MAPKs	
  pertenecen	
  a	
  la	
  familia	
  de	
  proteínas	
  quinasas	
  dirigidas	
  a	
  prolina,	
  es	
  

decir,	
   fosforilan	
   residuos	
   de	
   serina	
   y	
   treonina	
   que	
   presentan	
   un	
   residuo	
   de	
   prolina	
   en	
  

posición	
   +1/-­‐1.	
   La	
   localización	
   subcelular	
   de	
   los	
   sustratos	
   puede	
   variar	
   dependiendo	
   de	
   la	
  

estimulación	
   o	
   de	
   los	
   mecanismos	
   de	
   regulación	
   de	
   la	
   ruta.	
   Así,	
   los	
   sustratos	
   pueden	
  

encontrarse	
   en	
   diferentes	
   compartimentos	
   celulares,	
   como	
   por	
   ejemplo,	
   citoplasma,	
  

mitocondria,	
  Golgi,	
  retículo	
  endoplasmático	
  o	
  núcleo	
  (Yao	
  and	
  Seger,	
  2009;	
  Yoon	
  and	
  Seger,	
  

2006).	
   Finalmente,	
   la	
   señal	
   llega	
   al	
   núcleo,	
   donde	
   se	
   modula	
   la	
   expresión	
   y	
   actividad	
   de	
  

factores	
   de	
   transcripción	
   o	
   proteínas	
   de	
   remodelación	
   de	
   cromatina,	
   lo	
   cual	
   conlleva	
   la	
  

inducción	
  y	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  (Clark	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Whitmarsh,	
  2007).	
  

Una	
   de	
   las	
   ventajas	
   que	
   confieren	
   las	
   cascadas	
   de	
   señalización,	
   es	
   el	
   fenómeno	
   de	
  

amplificación	
  de	
  la	
  señal,	
  de	
  tal	
  manera,	
  que	
  si	
  cada	
  quinasa	
  sucesiva	
  en	
  la	
  cascada	
  es	
  más	
  

abundante	
   que	
   la	
   quinasa	
   anterior,	
   la	
   señal	
   se	
   irá	
   amplificando.	
   Además,	
   la	
   existencia	
   de	
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diferentes	
   isoformas	
   en	
   cada	
   uno	
  de	
   los	
   niveles	
   de	
   la	
   cascada,	
   parece	
   ser	
   esencial	
   para	
   la	
  

variabilidad	
   en	
   la	
   transmisión	
   de	
   la	
   señal	
   (Yoon	
   and	
   Seger,	
   2006),	
   y	
   por	
   lo	
   tanto,	
   la	
  

determinación	
  de	
  la	
  especificidad,	
  todo	
  ello	
  con	
  una	
  fina	
  regulación.	
  

	
  

2.4.2. Regulación	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  las	
  MAPKs	
  

2.4.2.1. Regulación	
  	
  mediada	
  por	
  fosfatasas	
  

En	
   la	
   modulación	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   las	
   proteínas	
   quinasas	
   es	
   tan	
   importante	
   la	
  

fosforilación	
  de	
  las	
  proteínas	
  como	
  la	
  desfosforilación	
  de	
  las	
  mismas.	
  De	
  hecho,	
  la	
  duración	
  y	
  

amplitud	
  de	
  la	
  señal	
  mediada	
  por	
  las	
  MAPKs,	
  representa	
  el	
  equilibrio	
  existente	
  entre	
  la	
  señal	
  

activadora	
  de	
   los	
  componentes	
  previos	
  de	
   la	
  cascada	
  de	
  señalización,	
  y	
   los	
  mecanismos	
  de	
  

inactivación.	
  La	
  inactivación	
  de	
  las	
  MAPKs	
  puede	
  llevarse	
  a	
  cabo	
  por	
  la	
  eliminación	
  del	
  grupo	
  

fosfato	
  de	
  alguno	
  de	
  los	
  dos	
  residuos	
  fosforilados,	
  necesarios	
  para	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  MAPK,	
  

o	
  bien	
  por	
  la	
  eliminación	
  de	
  ambos	
  al	
  tiempo.	
  De	
  hecho,	
  las	
  proteínas	
  fosfatasas	
  se	
  clasifican	
  

en	
  tres	
  grupos,	
  en	
  función	
  de	
  la	
  capacidad	
  de	
  desfosforilar	
  los	
  distintos	
  fosfo-­‐residuos:	
  

o Serina/Treonina	
   Fosfatasas	
   (S/T	
   PPs):	
   Son	
   proteínas	
   fosfatasas	
   con	
   capacidad	
   de	
  

eliminar	
  el	
  grupo	
   fosfato	
  del	
   residuo	
  de	
  serina	
  o	
   treonina	
  del	
  motivo	
  de	
   fosforilación	
  de	
   la	
  

proteína	
   diana.	
   Se	
   ha	
   descrito	
   su	
   capacidad	
   de	
   desfosforilar	
   principalmente	
   en	
   el	
   núcleo,	
  

controlando	
   procesos	
   como	
   control	
   del	
   ciclo	
   celular,	
   regulación	
   del	
   crecimiento	
   y	
   división	
  

celular	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

o Tirosina	
   Fosfatasas	
   (PTPs):	
   Son	
   enzimas	
   capaces	
   de	
   eliminar	
   el	
   grupo	
   fosfato	
   de	
  

residuos	
  de	
  tirosina.	
  Esta	
  familia	
  de	
  fosfatasas	
  están	
  consideradas	
  como	
  los	
  reguladores	
  más	
  

importantes	
  de	
  la	
  familia	
  de	
  ERKs,	
  con	
  un	
  papel	
  principalmente	
  citoplasmático.	
  Su	
  actividad	
  

se	
  detecta	
  en	
  fases	
  tempranas	
  tras	
  la	
  estimulación	
  mitogénica.	
  Alguna	
  de	
  estas	
  proteínas	
  son	
  

PTP-­‐SL	
   (Step	
   like	
   PTP),	
   STEP	
   (striatum	
   enriched	
   phosphatase)	
   (Pulido	
   et	
   al.,	
   1998)	
   y	
   HePTP	
  

(hematopoietic	
  PTP)	
  (Saxena	
  et	
  al.,	
  1998).	
  

o Fosfatasas	
   con	
   actividad	
   dual	
   (DUSPs):	
   También	
   llamadas	
   MKPs	
   (fosfatasas	
   de	
  

MAPK).	
   Son	
  proteínas	
   fosfatasas	
   con	
  capacidad	
  de	
  desfosforilar	
   tanto	
   residuos	
  de	
   treonina	
  

como	
   residuos	
   de	
   tirosina.	
   En	
   su	
   dominio	
   N-­‐terminal	
   se	
   encuentra	
   una	
   secuencia	
   de	
  

aminoácidos	
  hidrofóbicos,	
  denominada	
  MKB	
  (MAPK	
  binding),	
  mediante	
   la	
  cual	
   interacciona	
  

de	
   forma	
   específica	
   con	
   la	
   MAPK	
   (Kondoh	
   and	
   Nishida,	
   2007).	
   Tras	
   la	
   interacción	
   de	
   la	
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fosfatasa	
  con	
  la	
  MAPK	
  específica,	
  se	
  produce	
  un	
  cambio	
  conformacional	
  de	
  la	
  estructura	
  de	
  

la	
  fosfatasa	
  (Figura	
  1.10),	
  que	
  favorece	
  el	
  aumento	
  de	
  su	
  actividad	
  catalítica	
  (residente	
  en	
  el	
  

dominio	
  C-­‐terminal)	
  (Farooq	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Su	
  actividad	
  puede	
  ser	
  inducida	
  tanto	
  por	
  factores	
  

de	
  crecimiento	
  y	
  estrés,	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  proteínas	
  MKP1,	
  MKP2,	
  PAC1	
  	
  o	
  B23,	
  o	
  puede	
  

que	
   su	
   actividad	
   esté	
   regulada	
   a	
   nivel	
   post-­‐transcripcional,	
   como	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   MKP3	
  

(Bermudez	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Existe	
   una	
   gran	
   especificidad	
   de	
   las	
   diferentes	
   MKPs	
   para	
   los	
  

distintos	
  miembros	
  de	
   la	
   familia	
  de	
   las	
  MAPK.	
   La	
   fosfatasa	
  MKP1	
  es	
   capaz	
  de	
  desfosforilar	
  

ERKs,	
  JNKs	
  y	
  p38	
  (Chu	
  et	
  al.,	
  1996),	
  mientras	
  que	
  la	
  fosfatasa	
  MKP3	
  es	
  capaz	
  de	
  desfosforilar	
  

únicamente	
  a	
  ERK	
  (Muda	
  et	
  al.,	
  1996).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

2.4.2.2. Regulación	
  mediada	
  por	
  motivos	
  de	
  interacción	
  de	
  las	
  MAPKs	
  

La	
  regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  los	
  componentes	
  de	
  las	
  cascadas	
  de	
  señalización	
  y,	
  por	
  lo	
  

tanto,	
  de	
  la	
  transmisión	
  de	
  la	
  señal,	
  es	
  posible	
  también	
  por	
  las	
  interacciones	
  de	
  alta	
  afinidad	
  

existentes,	
   a	
   diferentes	
   niveles,	
   dentro	
   de	
   la	
   ruta.	
   Dentro	
   de	
   la	
   estructura	
   de	
   las	
   MAPKs	
  

podemos	
  encontrar	
  diferentes	
  regiones	
  que	
  modulan	
  las	
  interacciones	
  con	
  alta	
  especificidad,	
  

llamados	
   docking	
   motifs	
   o	
   sitios	
   de	
   unión.	
   Estos	
   sitios	
   de	
   unión	
   pueden	
   ser	
   lugares	
   de	
  

interacción	
   tanto	
  con	
  activadores	
   como	
  con	
   fosfatasas	
   inactivadoras,	
  que	
  puede	
   llevar	
  a	
   la	
  

activación	
  o	
  desactivación	
  respectivamente.	
  Además,	
  también	
  se	
  pueden	
  encontrar	
  algunos	
  

Figura	
  1.10.	
   Esquema	
  de	
   la	
   interacción	
   entre	
   una	
  MAPK	
  activa	
   y	
   una	
   fosfatasa	
   con	
   actividad	
  dual	
  
(MKB-­‐DSP).	
   Tras	
   la	
   interacción,	
   mediante	
   los	
   dominios	
   hidrofóbicos	
   (MKB),	
   se	
   produce	
   un	
   cambio	
  
conformacional	
  de	
  la	
  fosfatasa	
  con	
  actividad	
  dual.	
  El	
  dominio	
  fosfatasa	
  de	
  especificidad	
  dual	
  (DUSP)	
  sufre	
  un	
  
aumento	
  en	
  la	
  actividad	
  catalítica,	
  desfosforilando	
  e	
  inactivando	
  a	
  la	
  MAPK.	
  (Adaptado	
  de	
  Kondoh	
  &	
  Nishida,	
  
2007)	
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docking	
   motifs	
   en	
   proteínas	
   efectoras	
   o	
   sustratos.	
   Alguno	
   de	
   estos	
   motivos	
   de	
   unión	
   o	
  

docking	
  motifs	
  son:	
  

o Dominio	
  D;	
  presente	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  proteínas	
  reguladoras	
  de	
  las	
  MAPKs	
  y	
  en	
  

sus	
  sustratos.	
  Se	
  trata	
  de	
  una	
  secuencia	
  de	
  aminoácidos	
  básicos	
  (dos	
  o	
  más)	
  seguido	
  de	
  una	
  

serie	
   de	
   residuos	
   hidrofóbicos	
   (Leu,	
   Iso	
   o	
   Val)	
   [(K/R)2-­‐3-­‐X1-­‐6-­‐ϕL,I,V-­‐X-­‐ϕL,I,V].	
   Fue	
   identificado	
  

inicialmente	
  en	
  la	
  proteína	
  c-­‐Jun	
  y	
  posteriormente	
  en	
  otros	
  factores	
  de	
  transcripción	
  (Elk-­‐1)	
  y	
  

proteínas	
  relacionadas	
  con	
  MAPKs	
  (MEK1/2,	
  PTPs)	
   (Sharrocks	
  et	
  al.,	
  2000b).	
  Aunque	
  puede	
  

ser	
  reconocidos,	
  a	
  veces,	
  por	
  más	
  de	
  un	
  grupo	
  de	
  MAPKs,	
  están	
  diseñadas	
  para	
  aumentar	
  la	
  

especificidad	
   y	
   eficacia	
   de	
   la	
   señalización,	
   de	
   tal	
   manera,	
   que	
   ligeras	
   diferencias	
   en	
   la	
  

secuencia	
  pueden	
  ser	
  responsables	
  de	
  la	
  especificidad	
  de	
  la	
  interacción.	
  	
  

o Dominio	
  DEF	
  (Docking	
  site	
  for	
  ERK,	
  FXFP);	
  se	
  trata	
  de	
  una	
  secuencia	
  identificada	
  en	
  

ciertos	
  sustratos	
  de	
  ERK	
  (Phe-­‐X-­‐Phe-­‐Pro,	
  FXFP),	
  que	
  puede	
  funcionar,	
  en	
  combinación	
  o	
  no,	
  

con	
   el	
   dominio	
   D	
   (Fantz	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Esta	
   secuencia	
   se	
   encuentra	
   próximo	
   al	
   sitio	
   de	
  

fosforilación	
   y	
   es	
   esencial	
   para	
   la	
   eficiente	
   unión	
   de	
   ERK	
   al	
   sustrato	
   (Lee	
   et	
   al.,	
   2004).	
   El	
  

dominio	
   DEF	
   interacciona	
   con	
   el	
   dominio	
  DBP	
   (DEF	
   motif	
   binding	
   pocket)	
   presente	
   en	
   la	
  

MAPK.	
   El	
   dominio	
   DBP	
   se	
   encuentra	
   en	
   una	
   hendidura	
   hidrofóbica	
   que	
   solamente	
   es	
  

accesible	
  cuando	
  la	
  MAPK	
  se	
  encuentra	
  fosforilada.	
  Se	
  ha	
  encontrado	
  sitios	
  DEF	
  en	
  factores	
  

de	
  transcripción	
  (c-­‐Fos	
  y	
  Elk-­‐1),	
  quinasas	
  (KSR	
  y	
  A-­‐Raf)	
  y	
  fosfatasas	
  de	
  actividad	
  dual	
  (MKP-­‐1	
  y	
  

DUSP4)	
   (Jacobs	
   et	
   al.,	
   1999).	
   Aunque	
   es	
   común	
  para	
   los	
   sustratos	
   de	
   ERK	
   también	
   se	
   han	
  

encontrado	
  en	
  algunos	
  sustratos	
  de	
  p38,	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  SAP-­‐1	
  (Galanis	
  et	
  al.,	
  2001).	
  	
  

o Dominio	
   CD	
   (C-­‐terminal	
   common	
   docking	
   domain);	
   se	
   trata	
   de	
   una	
   región	
   de	
  

residuos	
   ácidos	
   e	
   hidrofóbicos	
   que	
   se	
   encuentra	
   fuera	
   de	
   la	
   región	
   catalítica	
   de	
   algunas	
  

MAPKs	
   como	
   ERK,	
   p38	
   y	
   JNK.	
   Esta	
   región	
   permite	
   la	
   interacción	
   de	
   la	
   MAPK	
   con	
   un	
  

determinado	
   sustrato,	
   mediante	
   la	
   interacción	
   con	
   su	
   dominio	
   D.	
   De	
   esta	
   manera,	
   los	
  

aminoácidos	
  básicos	
  del	
  dominio	
  D	
  interaccionan	
  electrostáticamente	
  con	
  los	
  residuos	
  ácidos	
  

del	
   dominio	
   CD,	
   y	
   por	
   otra	
   parte,	
   también	
   se	
   produce	
   interacción	
   de	
   los	
   residuos	
  

hidrofóbicos	
  presente	
  en	
  ambos	
  dominios	
  (Enslen	
  and	
  Davis,	
  2001).	
  El	
  dominio	
  CD	
  colabora	
  

en	
   la	
   eficiencia	
   de	
   las	
   fosforilaciones	
   de	
   las	
   MAPKs	
   a	
   sus	
   sustratos,	
   así	
   como	
   en	
   el	
  

reconocimiento	
  molecular.	
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o Dominio	
   ED	
   (Exchange	
   Docking	
   site);	
   se	
   trata	
   de	
   una	
   secuencia	
   presente	
   en	
   el	
  

extremo	
  N-­‐terminal	
  de	
  algunas	
  MAPKs,	
  compuesto	
  por	
  dos	
  aminoácidos	
  neutros,	
  como	
  Thr-­‐

Thr	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  ERK.	
  Forma	
  parte	
  de	
  una	
  hendidura	
  formada	
  junto	
  al	
  dominio	
  CD,	
  una	
  vez	
  

que	
   la	
   MAPK	
   se	
   activa.	
   De	
   hecho,	
   el	
   dominio	
   CD	
   en	
   solitario,	
   en	
   algunos	
   casos,	
   no	
   es	
  

suficiente	
   para	
   determinar	
   la	
   especificidad	
   de	
   la	
   señal,	
   y	
   se	
   necesita	
   que	
   ambos	
   dominios	
  

formen	
   una	
   cavidad	
   en	
   la	
   estructura,	
   aumentando	
   así	
   la	
   especificidad	
   y	
   la	
   afinidad	
   de	
   la	
  

unión	
  de	
  MAPK	
  a	
  los	
  sustratos	
  (Tanoue	
  et	
  al.,	
  2001).	
  	
  

Las	
  interacciones	
  de	
  una	
  MAPK	
  con	
  otras	
  proteínas	
  como	
  MAPKK,	
  sustratos	
  y	
  fosfatasas	
  

son	
  excluyentes,	
  por	
  lo	
  que	
  la	
  MAPK	
  sólo	
  puede	
  interaccionar	
  con	
  otras	
  proteínas	
  de	
  una	
  en	
  

una.	
  Se	
  ha	
  propuesto	
  un	
  mecanismo	
  de	
  acción	
   (Figura	
  1.11),	
   según	
  el	
   cual	
  en	
  primer	
   lugar	
  

tendría	
   lugar	
   la	
   activación	
  de	
   la	
  MAPK	
  mediada	
  por	
   su	
  unión	
  a	
  MAPKK.	
  Una	
   vez	
   activa,	
   se	
  

produce	
   la	
   fosforilación	
   del	
   sustrato.	
   Y	
   por	
   último,	
   la	
   unión	
   a	
   fosfatasas	
   que	
   implica	
   la	
  

inactivación	
  de	
  la	
  MAPK	
  (Tanoue	
  et	
  al.,	
  2001).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   1.11.	
  Mecanismos	
   de	
   unión	
   entre	
   los	
   componentes	
   de	
   las	
   cascadas	
   de	
   señalización.	
   Una	
  
MAPKK,	
  mediante	
   su	
   dominio	
  D,	
   interacciona	
   con	
   la	
   hendidura	
   formada	
   por	
   los	
   dominios	
   ED/CD	
   de	
   la	
  
MAPK.	
  Al	
  lado	
  opuesto	
  del	
  dominio	
  CD/ED	
  se	
  encuentra	
  el	
  dominio	
  DBP	
  que	
  permite	
  la	
  interacción	
  con	
  el	
  
dominio	
  DEF	
  de	
  algunas	
  proteínas	
  como	
  sustratos	
  o	
  fosfatasas.	
  Una	
  vez	
  activa,	
  la	
  MAPK	
  se	
  disocia	
  de	
  su	
  
unión	
   con	
   la	
   MAPKK,	
   pudiendo	
   ahora	
   interaccionar	
   con	
   algún	
   sustrato.	
   Se	
   produce	
   entonces	
   la	
  
fosforilación	
  del	
  sustrato	
  y	
  la	
  disociación	
  de	
  éste.	
  Posteriormente,	
  la	
  MAPK	
  puede	
  ser	
  diana	
  de	
  fosfatasas	
  
específicas	
   que	
   catalizan	
   la	
   desfosforilación	
   de	
   los	
   sitios	
   de	
   activación.	
   El	
   sitio	
   de	
   unión	
   (CD/ED)	
   para	
  
quinasas,	
  sustratos	
  y	
  fosfatasas	
  es	
  común,	
  y	
  estas	
  uniones	
  son	
  mutuamente	
  excluyentes.	
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3. RUTA	
  DE	
  SEÑALIZACIÓN	
  RAS-­‐ERK	
  

Una	
  de	
  las	
  vías	
  de	
  señalización	
  mejor	
  caracterizada,	
  basada	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  MAPKs,	
  es	
  

la	
  ruta	
  de	
  ERK	
  tras	
  la	
  activación	
  de	
  Ras.	
  Es	
  una	
  ruta	
  muy	
  estudiada,	
  entre	
  otros	
  motivos,	
  por	
  

estar	
   involucrada	
   en	
   procesos	
   biológicos	
   tan	
   importantes	
   como	
   proliferación,	
   desarrollo,	
  

supervivencia	
   y	
  migración.	
   De	
   hecho,	
   es	
   la	
   ruta	
   considerada	
   prototipo	
   de	
   las	
   cascadas	
   de	
  

señalización,	
   con	
   más	
   de	
   seis	
   niveles	
   moleculares	
   de	
   activación	
   secuencial,	
   que	
   permiten	
  

finalmente	
  la	
  amplificación	
  y	
  regulación	
  de	
  la	
  señalización	
  desde	
  la	
  membrana	
  celular	
  hasta	
  

el	
  núcleo.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

La	
   activación	
   de	
   la	
   ruta	
   Ras-­‐ERK	
   comienza	
   con	
   la	
   unión	
   de	
   un	
   determinado	
   ligando	
   o	
  

factor	
  mitogénico	
  a	
  su	
  receptor	
  de	
  membrana	
  específico,	
  iniciando	
  así	
  una	
  serie	
  de	
  eventos	
  

celulares	
   que	
   resultan	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
   ERK.	
   En	
   primer	
   lugar	
   se	
   activa	
   la	
  

proteína	
   G	
   pequeña	
   denominada	
   Ras,	
   gracias	
   a	
   la	
   acción	
   de	
   una	
   serie	
   de	
   proteínas	
  

adaptadoras	
   y	
   proteínas	
   activadoras.	
   Una	
   vez	
   Ras	
   es	
   activada,	
   es	
   capaz	
   de	
   activar	
   una	
  

MAPKKK,	
  que	
  en	
  esta	
  ruta	
  puede	
  ser	
  una	
  isoforma	
  de	
  la	
  familia	
  de	
  proteínas	
  Raf	
  (Howe	
  et	
  al.,	
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Figura	
   1.12.	
   Esquema	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   transducción	
   de	
   señales	
   Ras-­‐ERK.	
   La	
   cascada	
   de	
   señalización	
  
comienza	
  con	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  receptores	
  (RTK	
  o	
  GPCR)	
  en	
  presencia	
  de	
  determinados	
  estímulos.	
  Como	
  
consecuencia	
   se	
   desencadena	
   una	
   serie	
   de	
   activaciones	
   y	
   fosforilaciones	
   en	
   cascada,	
   dando	
   lugar	
  
finalmente	
   a	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK.	
   Una	
   vez	
   fosforilado,	
   ERK	
   puede	
   quedarse	
   en	
   el	
   citoplasma	
   donde	
  
presenta	
  algunos	
  sustratos,	
  o	
  bien	
  translocarse	
  al	
  núcleo	
  para	
  activar	
  los	
  sustratos	
  nucleares.	
  	
  

	
  



Introducción	
  

	
  18 

1992;	
  Kyriakis	
  et	
  al.,	
  1992),	
  o	
  bien	
  otras	
  quinasas	
  como	
  es	
  el	
   caso	
  de	
  Mos	
   (Nebreda	
  et	
  al.,	
  

1993)	
  o	
  Tpl-­‐2	
  (Salmeron	
  et	
  al.,	
  1996).	
  La	
  MAPKKK	
  activa	
  fosforila	
  en	
  un	
  residuo	
  de	
  serina	
  a	
  

una	
   determinada	
   MAPKK	
   pudiendo	
   ser	
   en	
   esta	
   cascada	
   MEK1	
   o	
   MEK2,	
   que	
   finalmente	
  

podrán	
  fosforilar	
  en	
  residuos	
  de	
  treonina	
  y	
  tirosina,	
  activando	
  así	
  a	
  las	
  quinasas	
  ERK1	
  o	
  ERK2.	
  

Una	
  vez	
  activas,	
  ERK1/2	
  puede	
  quedarse	
  en	
  el	
  citoplasma,	
  o	
  ser	
  translocada	
  al	
  núcleo,	
  donde	
  

puede	
   fosforilar	
   diferentes	
   sustratos	
   como	
   factores	
   de	
   transcripción,	
   implicándose	
   de	
   esta	
  

manera	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  génica	
  (Figura	
  1.12).	
  

	
  

3.1. Receptores	
  de	
  membrana	
  

La	
   ruta	
   Ras-­‐ERK	
   es	
   activada,	
   en	
   primer	
   término,	
   por	
   diferentes	
   hormonas,	
   citoquinas	
   o	
  

factores	
   de	
   crecimiento,	
   como	
   es	
   el	
   caso	
   de	
   PDGF	
   (Platelet-­‐Derived	
   Growth	
   Factor),	
   EGF	
  

(Epidermal	
  Growth	
  Factor)	
  y	
  NGF	
  (Nerve	
  Growth	
  Factor).	
  Aunque	
  también	
  puede	
  ser	
  activada	
  

por	
  citoquinas,	
  estrés	
  osmótico	
  y	
  desorganización	
  de	
  microtúbulos.	
  Existe,	
  por	
  lo	
  tanto,	
  una	
  

gran	
  variedad	
  de	
  estímulos	
  extracelulares	
  e	
  intracelulares	
  que	
  activan	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK,	
  y	
  cada	
  

uno	
   de	
   esos	
   estímulos	
   pueden	
   mediarse	
   por	
   determinados	
   receptores	
   de	
   la	
   membrana	
  

plasmática.	
  Estos	
  receptores	
  pueden	
  clasificarse	
  en	
  dos	
  grandes	
  familias:	
  

	
  

• 	
  Receptores	
   acoplados	
   a	
   proteínas	
   G	
   (GPCRs):	
   son	
   receptores	
   a	
   los	
   que	
   se	
   unen	
  

ligandos	
   como	
   citoquinas,	
   hormonas	
   y	
   mitógenos	
   o	
   también	
   pueden	
   ser	
   estimulados	
   por	
  

estrés	
   osmótico.	
   Se	
   trata	
   de	
   receptores	
   con	
   siete	
   dominios	
   transmembrana,	
   que	
   tras	
   su	
  

activación	
  sufren	
  un	
  cambio	
  conformacional	
  y	
  se	
  unen	
  a	
  proteínas	
  G	
  heterotriméricas.	
  Con	
  

esta	
  unión	
  se	
  consigue	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  proteína	
  G	
  y	
  la	
  disociación	
  de	
  sus	
  subunidades	
  α	
  y	
  

β/γ	
   (Bourne,	
   1997;	
   Gudermann	
   et	
   al.,	
   1997).	
   Normalmente,	
   la	
   activación	
   de	
   receptores	
  

acoplados	
  a	
  proteínas	
  G	
  conlleva	
  la	
  estimulación	
  de	
  algunas	
  enzimas	
  como	
  son	
  la	
  adenilato	
  

ciclasa	
  o	
  la	
  fosfolipasa	
  C.	
  Se	
  produce	
  entonces	
  la	
  generación	
  de	
  segundos	
  mensajeros	
  como	
  

AMP	
   cíclico	
   o	
   DAG	
   (diacilglicerol),	
   que	
   finalmente	
   activan	
   a	
   algunas	
   proteínas,	
   como	
   PKC	
  

(proteína	
  quinasa	
  C)	
  o	
  PKA	
  (proteína	
  quinasa	
  A).	
  Estas	
  enzimas	
  pueden	
  iniciar	
  alguna	
  cascada	
  

de	
  señalización,	
  entre	
  ellas	
   la	
  vía	
  Ras-­‐ERK	
  (Figura	
  1.13).	
  Además,	
  hoy	
  en	
  día	
  se	
  sabe	
  que	
   la	
  

señal	
  generada	
  por	
  este	
   tipo	
  de	
  receptores	
  puede	
  alimentar	
  a	
  diferentes	
  niveles	
   la	
   ruta	
  de	
  

señalización	
   Ras-­‐ERK	
   (Caunt	
   et	
   al.,	
   2006).	
   De	
   hecho,	
   una	
   vez	
   activada	
   la	
   proteína	
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heterotrimérica	
   y	
   producida	
   la	
   disociación	
   de	
   sus	
   subunidades,	
   el	
   dímero	
   formado	
   por	
   las	
  

subunidades	
  β/γ	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
  a	
   la	
  proteína	
  quinasa	
  Src.	
  Así	
  se	
   inicia	
   la	
  activación	
  del	
  

receptor	
  de	
  EGF,	
  activando	
  así	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK	
  (Luttrell	
  et	
  al.,	
  1997).	
  

	
  

• 	
  Receptores	
   con	
   actividad	
   tirosina	
   quinasa	
   (RTKs):	
   son	
   receptores	
   de	
   membrana	
  

formados	
   por	
   tres	
   dominios	
   bien	
   diferenciados;	
   un	
   dominio	
   extracelular	
   (N-­‐terminal)	
  

implicado	
  en	
  la	
  interacción	
  con	
  los	
  ligandos	
  específicos,	
  un	
  dominio	
  intracelular	
  responsable	
  

de	
   la	
  actividad	
  tirosina	
  quinasa	
   (C-­‐terminal)	
  además	
  de	
  regiones	
  reguladoras,	
  y	
  un	
  dominio	
  

transmembrana	
   formado	
   por	
   una	
   única	
   hélice	
   transmembrana.	
   Los	
   receptores	
   RTKs	
   son	
  

activados	
   por	
   unión	
   de	
   un	
   ligando	
   a	
   su	
   dominio	
   extracelular,	
   esta	
   unión	
   favorece	
   la	
  

dimerización	
   de	
   los	
   receptores	
   y	
   su	
   activación	
   (Ullrich	
   and	
   Schlessinger,	
   1990),	
   tras	
   la	
  

autofosforilación/transfosforilación	
   del	
   dominio	
   tirosina	
   quinasa.	
   Además,	
   también	
   se	
  

produce	
   fosforilación	
   de	
   otras	
   tirosinas	
   reguladoras	
   que	
   favorecen	
   la	
   unión	
   a	
   proteínas	
  

adaptadoras,	
  sirviendo	
  de	
  puente	
  en	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización.	
  

Los	
   receptores	
  RTKs	
   son	
   responsables	
  del	
   inicio	
  de	
  muchas	
  vías	
  de	
   señalización	
   (MAPK,	
  

PI3K,	
  STAT),	
  y	
  más	
  de	
   la	
  mitad	
  de	
   los	
   receptores	
  RTKs	
  están	
   implicados	
  en	
  cáncer	
  humano	
  

cuando	
   se	
   encuentran	
   mutados	
   o	
   sobre-­‐expresados	
   (Forbes	
   et	
   al.,	
   2010).	
   Además	
   de	
   ser	
  

responsables	
  de	
  otras	
  enfermedades	
  como	
  la	
  diabetes	
  o	
  la	
  inflamación.	
  

Dentro	
   de	
   este	
   grupo	
   se	
   encuentran	
   los	
   receptores	
   para	
   diferentes	
   factores	
   de	
  

crecimiento	
  como	
  EGF,	
  HGF,	
  HRG,	
  VEGF	
  y	
  PDGF	
  entre	
  otros.	
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Figura	
   1.13.	
   	
   Esquema	
   de	
   la	
  
activación	
   de	
   ERK	
   mediada	
   por	
  
GPCRs	
   y	
   RTKs.	
   La	
   señalización	
   desde	
  
GPCRs	
   puede	
   converger	
   con	
   las	
  
señales	
   generadas	
   por	
   RTKs,	
  
participando	
   en	
   la	
   transducción	
   de	
  
señales.	
  La	
  interconexión	
  entre	
  ambos	
  
receptores	
   es	
   dependiente	
   de	
   otras	
  
proteínas	
   como	
   PKC,	
   PKA	
   o	
   Src	
   que	
  
participan	
   en	
   distintos	
   niveles	
   de	
   la	
  
cascada	
   de	
   las	
   MAPK.	
   (Adaptado	
   de	
  
Caunt	
  et	
  al.,	
  2006)	
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3.1.1. Activación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK	
  por	
  TPA	
  y	
  LPA	
  	
  

TPA	
   (2-­‐O-­‐tetradecanoyl-­‐phorbol-­‐13-­‐acetate)	
   es	
   un	
   éster	
   de	
   forbol,	
   que	
   funciona	
   como	
  

análogo	
  de	
  la	
  molécula	
  de	
  DAG	
  (Diacilglicerol),	
  mimetizando	
  alguna	
  de	
  sus	
  funciones.	
  Se	
  sabe	
  

que	
  TPA	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
  la	
  proteína	
  PKC	
  (proteína	
  quinasa	
  C),	
  uniéndose	
  a	
  su	
  dominio	
  C1	
  

donde	
   presenta	
   un	
   sitio	
   de	
   unión	
   para	
   DAG	
   y	
   análogos.	
   Una	
   vez	
   activa,	
   PKC	
   es	
   capaz	
   de	
  

iniciar	
   cascadas	
   de	
   señalización,	
   activando	
  potentes	
   activadores	
   de	
   la	
   transcripción	
   génica,	
  

aumentando	
  la	
  expresión	
  de	
  algunos	
  oncogenes	
  (Yamasaki	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Las	
  funciones	
  de	
  PKC	
  

muchas	
   veces	
   son	
   dependientes	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   señalización	
   Ras-­‐ERK.	
   Por	
   ejemplo,	
   se	
   ha	
  

demostrado,	
  en	
  fibroblastos	
  3T3,	
  que	
  tras	
  la	
  estimulación	
  de	
  las	
  células	
  con	
  TPA	
  se	
  produce	
  

un	
   aumento	
   de	
   la	
   proliferación	
   dependiente	
   de	
   la	
   ruta	
   Ras-­‐ERK,	
   tras	
   la	
   activación	
   de	
   PKC	
  

(Schönwasser	
  et	
  al.,	
  1998).	
  

Por	
   otra	
   parte,	
   el	
   ácido	
   lisofosfatídico	
   o	
   LPA	
   a	
   través	
   de	
   su	
   interacción	
   con	
   receptores	
  

acoplados	
  a	
  proteína	
  G,	
  es	
  capaz	
  también	
  de	
  activar	
   la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK.	
  LPA	
  es	
  considerado	
  el	
  

ligando	
   prototipo	
   de	
   los	
   receptores	
   acoplados	
   a	
   proteína	
   G,	
   y	
   es	
   capaz	
   de	
   mediar	
   la	
  

activación	
   de	
   diferentes	
   enzimas	
   como	
   PLC,	
   adenilato	
   ciclasa	
   o	
   la	
   activación	
   de	
   GTPasas	
  

pequeñas	
  como	
  Ras,	
  Rho	
  o	
  Rac.	
  Los	
  receptores	
  de	
  LPA	
  se	
  dividen	
  en	
  4	
  tipos:	
  LPA1,	
  LPA2,	
  LPA3	
  

y	
  LPA4	
  (que	
  pueden	
  unir	
  múltiples	
  proteínas	
  G	
  heterotriméricas),	
  aunque	
  son	
  los	
  receptores	
  

LPA1	
  y	
   LPA3	
   los	
  que	
  median	
   la	
  activación	
  de	
  Ras,	
   regulando	
  principalmente	
   la	
  proliferación	
  

celular	
   (Radeff-­‐Huang	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Está	
   descrito	
   que	
   LPA	
   puede	
   mimetizar	
   a	
   EGF	
   en	
   la	
  

estimulación	
   rápida	
  de	
  Ras	
  dependiendo	
  del	
   tipo	
   celular	
   (van	
  Corven	
  et	
   al.,	
   1993).	
   Se	
   cree	
  

que	
   el	
   receptor	
   GPCR	
   tipo	
   Gi	
   puede	
   estimular	
   la	
   actividad	
   tirosina	
   quinasa	
   de	
   algún	
  

intermediario,	
   que	
   conlleve	
   finalmente	
   la	
   activación	
   de	
   Ras.	
   Como	
   candidatos	
   a	
   estos	
  

intermediarios	
  se	
  encuentra	
  la	
  proteína	
  Src	
  (Luttrell	
  et	
  al.,	
  1995)	
  y	
  el	
  receptor	
  de	
  EGF,	
  que	
  se	
  

puede	
  activar	
  por	
  transactivación	
  (Daub	
  et	
  al.,	
  1996).	
  

	
  

3.1.2. Activación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK	
  por	
  EGF	
  y	
  HRG.	
  Familia	
  de	
  receptores	
  ErbB	
  

La	
   familia	
   de	
   receptores	
   tirosina	
   quinasa	
   (RTKs)	
   está	
   formada,	
   en	
   humanos,	
   por	
   20	
  

subfamilias	
  de	
  receptores,	
  entre	
  los	
  cuales	
  podemos	
  encontrar	
  los	
  receptores:	
  ErbB,	
  PDGFR	
  y	
  

VEGFR	
  entre	
  otros.	
  La	
  subfamilia	
  ErbB	
  consta	
  de	
  4	
  miembros:	
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-­‐ 	
  EGFR;	
  también	
  llamado	
  ErbB1/HER1	
  

-­‐ 	
  ErbB2/Neu/HER2	
  

-­‐ 	
  ErbB3/HER3	
  

-­‐ 	
  ErbB4/HER4	
  

Se	
  trata	
  de	
  una	
  familia	
  de	
  receptores	
  de	
  gran	
  importancia	
  en	
  la	
  transducción	
  de	
  señales,	
  

responsables	
   de	
   iniciar	
   muchas	
   de	
   las	
   cascadas	
   de	
   señalización	
   celulares.	
   De	
   hecho,	
   la	
  

desregulación	
   de	
   su	
   expresión,	
   sobre	
   todo	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   ErbB1	
   y	
   ErbB2,	
   tiene	
   graves	
  

consecuencias	
   como	
   el	
   desarrollo	
   de	
   numerosos	
   tumores	
   humanos	
   (Borg	
   et	
   al.,	
   1994;	
  

Lemmon	
  and	
  Schlessinger,	
  2010;	
  Muss	
  et	
  al.,	
  1994).	
  	
  

El	
  mecanismo	
  por	
  el	
  cual	
  ciertos	
  ligandos	
  activan	
  a	
  sus	
  receptores	
  específicos	
  no	
  está	
  muy	
  

claro.	
  En	
  función	
  del	
  tipo	
  de	
  receptor,	
  el	
  mecanismo	
  puede	
  ser	
  diferente.	
  Dentro	
  de	
  la	
  familia	
  

de	
  receptores	
  ErbB,	
  se	
  cree	
  que	
  la	
  unión	
  de	
  los	
   ligandos	
  específicos	
  al	
  dominio	
  extracelular	
  

del	
  receptor,	
  induce	
  la	
  homo-­‐	
  o	
  hetero-­‐	
  dimerización	
  de	
  forma	
  indirecta,	
  es	
  decir,	
  cuando	
  el	
  

ligando	
  se	
  une	
  al	
  dominio	
  extracelular,	
  induce	
  un	
  cambio	
  conformacional	
  de	
  la	
  molécula	
  de	
  

receptor.	
  De	
  esta	
  manera,	
   se	
  exponen	
   sitios	
  de	
  dimerización	
   favoreciendo	
   la	
   formación	
  de	
  

homo/hetero-­‐dímeros	
  (Burgess	
  et	
  al.,	
  2003).	
  	
  

Todos	
  ellos,	
  salvo	
  ErbB3,	
  son	
  capaces	
  de	
  homodimerizar,	
  transactivarse	
  e	
  iniciar	
  cascadas	
  

de	
  señalización	
  por	
  sí	
  mismos,	
  aunque	
  es	
  frecuente	
  encontrar	
  heterodímeros,	
  formados	
  por	
  

cualquiera	
  de	
  los	
  tipos	
  de	
  receptor	
  ErbB,	
  dependiendo	
  del	
  estímulo	
  extracelular	
  (Figura	
  1.14).	
  

Además,	
   los	
   ligandos	
   de	
   los	
   receptores	
   ErbB,	
   portan	
   un	
   dominio	
   EGF	
   like	
   que	
   confiere	
   la	
  

especificidad	
  de	
  unión	
  a	
  los	
  receptores	
  (Tzahar	
  et	
  al.,	
  1997).	
  El	
  único	
  receptor	
  que	
  no	
  tiene	
  

un	
  ligando	
  específico	
  conocido	
  es	
  ErbB2,	
  sin	
  embargo,	
  este	
  receptor	
  participa	
  en	
  la	
  formación	
  

de	
   heterodímeros,	
   favoreciendo	
   la	
   diversidad	
   de	
   la	
   señal	
   (Figura	
   1.14).	
   De	
   hecho,	
   es	
   el	
  

compañero	
   preferido	
   para	
   la	
   dimerización	
   (Olayioye	
   et	
   al.,	
   2000;	
   Tzahar	
   et	
   al.,	
   1996)	
  

funcionando	
  como	
  potenciador	
  de	
  la	
  señal	
  del	
  resto	
  de	
  receptores	
  ErbB	
  (Graus-­‐Porta	
  et	
  al.,	
  

1995;	
  Karunagaran	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Los	
  heterodímeros	
  formados	
  por	
  ErbB2	
  presentan	
  una	
  tasa	
  

de	
  endocitosis	
  más	
  lenta,	
  y	
  una	
  tasa	
  de	
  reciclaje	
  a	
  la	
  superficie	
  celular	
  más	
  rápida.	
  

En	
  la	
  siguiente	
  figura	
  se	
  muestran	
  los	
  ligandos	
  específicos	
  para	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  receptores	
  

y	
  los	
  dímeros	
  formados	
  preferentemente:	
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A	
  pesar	
  de	
   la	
  gran	
  homología	
  existente	
  entre	
   los	
  distintos	
   receptores	
  de	
  esta	
   familia,	
   y	
  

que	
   los	
   sitios	
   de	
   unión	
   a	
   diferentes	
   proteínas	
   son	
   similares,	
   la	
   red	
   de	
   señalización	
   que	
  

desemboca	
  cada	
  uno	
  de	
  ellos	
  es	
  muy	
  específica.	
  De	
  tal	
  manera	
  que,	
  dos	
  ligandos	
  diferentes	
  

como	
   puede	
   ser	
   EGF	
   y	
   NRG-­‐1	
   (también	
   llamado	
   heregulina	
   o	
   HRG),	
   pueden	
   estimular	
   la	
  

dimerización	
   de	
   los	
   receptores	
   de	
   distinta	
   manera	
   (Figura	
   1.15).	
   Como	
   consecuencia	
   se	
  

produce	
   distintos	
   patrones	
   de	
   señalización,	
   que	
   se	
   traducen	
   en	
   una	
   regulación	
   de	
   la	
  

expresión	
  génica	
  diferente.	
  Esto	
  es	
  así,	
  por	
  ejemplo,	
  en	
  las	
  células	
  de	
  cáncer	
  de	
  mama,	
  MCF7,	
  

que	
   expresan	
   de	
  manera	
   endógena	
   todos	
   los	
   receptores	
   de	
   la	
   familia	
   ErbB,	
   en	
   las	
   que	
   la	
  

estimulación	
  con	
  EGF	
  se	
  traduce	
  en	
  una	
  inducción	
  de	
  la	
  proliferación	
  celular,	
  mientras	
  que,	
  si	
  

las	
   células	
   son	
   estimuladas	
   con	
   HRG,	
   éstas	
   se	
   diferencian,	
   observándose	
   un	
   cambio	
  

morfológico	
   en	
   ellas	
   como	
   consecuencia	
   de	
   una	
   acumulación	
   lipídica	
   (Nagashima	
   et	
   al.,	
  

2007).	
   Esto	
   puede	
   ser	
   explicado	
   en	
   base	
   a	
   la	
   afinidad	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   ligandos	
   por	
  

determinados	
   receptores:	
  EGF	
  muestra	
  mayor	
  afinidad	
  por	
  el	
   receptor	
  ErbB1	
  mientras	
  que	
  

HRG	
  	
  tiene	
  mayor	
  afinidad	
  de	
  unión	
  a	
  ErbB3	
  y	
  ErbB4,	
  además	
  de	
  transactivar	
  a	
  ErbB2,	
  todo	
  

ello	
   con	
   la	
   posibilidad	
   de	
   formar	
   heterodímeros	
   ErbB2/ErbB3,	
   que	
   es	
   la	
   unidad	
   más	
  

oncogénica	
  a	
  este	
  nivel	
  (Carraway	
  and	
  Cantley,	
  1994;	
  Carraway	
  et	
  al.,	
  1994).	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  1.14.	
  Representación	
  de	
   los	
  
ligandos	
   específicos	
   para	
   cada	
   uno	
  
de	
  los	
  receptores	
  de	
   la	
  familia	
  ErbB	
  
así	
  como	
  alguna	
  de	
  las	
  uniones	
  más	
  
frecuentes	
   entre	
   los	
   receptores.	
   El	
  
receptor	
   ErbB2	
   no	
   tiene	
   ningún	
  
ligando	
   conocido,	
   pero	
   es	
   el	
  
compañero	
   preferido	
   para	
   la	
  
formación	
   de	
   heterodímeros.	
   El	
  
homodímero	
  de	
  ErbB3	
  no	
  señaliza,	
  ya	
  
que	
  su	
  actividad	
  quinasa	
  es	
  deficiente.	
  
EGF	
   (Epidermal	
   Growth	
   Factor);AR	
  
(amphiregulin);	
   TGFα	
   (Transforming	
  
Growth	
   Factor-­‐α);	
   BTC	
   (Betacellulin);	
  
HB-­‐EGF	
   (Heparing-­‐Binding	
   EGF);	
   EPR	
  
(Epiregulin);	
   NRG	
   (Neu	
   differentiation	
  
factor).	
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Una	
   vez	
   se	
   produce	
   la	
   activación	
   de	
   los	
   receptores,	
   las	
   tirosinas	
   fosforiladas	
   de	
   sus	
  

dominios	
  intracelulares,	
  sirven	
  de	
  sitio	
  de	
  unión	
  para	
  proteínas	
  adaptadoras	
  que	
  portan	
  en	
  

su	
  secuencia	
  los	
  motivos	
  SH2	
  (Src	
  homology	
  2)	
  o	
  PTB	
  (PhosphoTirosin	
  Binding).	
  A	
  este	
  grupo	
  

pertenecen	
   proteínas	
   como	
   Shc	
   (SH2	
   domain-­‐containing	
   protein)	
   o	
   Grb2	
   (Growth	
   factor	
  

Receptor	
  Binding	
  protein	
  2)	
  (van	
  der	
  Geer	
  et	
  al.,	
  1995).	
  La	
  proteína	
  Grb2,	
  además	
  del	
  motivo	
  

SH2,	
   también	
   tiene	
   dos	
   motivos	
   SH3	
   (Src	
   homology	
   3)	
   que	
   le	
   facilitan	
   la	
   interacción	
   con	
  	
  

proteínas	
  como,	
  por	
  ejemplo,	
   los	
  factores	
  de	
  intercambio	
  de	
  nucleótidos	
  de	
  guanina	
  (GEFs)	
  

reconociendo	
  secuencias	
  ricas	
  en	
  prolina	
  (Lowenstein	
  et	
  al.,	
  1992).	
  Un	
  ejemplo	
  de	
  GEF,	
  muy	
  

caracterizado	
  dentro	
  de	
  esta	
  ruta,	
  es	
  la	
  proteína	
  SOS	
  (son	
  of	
  sevenless),	
  que	
  tiene	
  un	
  dominio	
  

PH	
  que	
  le	
  permite	
  la	
  interacción	
  con	
  los	
  lípidos	
  de	
  la	
  membrana,	
  un	
  dominio	
  catalítico	
  (GEF)	
  y	
  

el	
   sitio	
   de	
   unión	
   a	
  Grb2.	
   Como	
   resultado	
  de	
   la	
   unión	
   con	
  Grb2,	
   Sos	
   es	
   reclutada	
   a	
   la	
   cara	
  

citosólica	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  desde	
  donde	
  es	
  capaz	
  de	
  ejercer	
  su	
  función.	
  El	
  papel	
  

de	
  este	
  tipo	
  de	
  proteína	
  consiste	
  en	
  favorecer	
  el	
  intercambio	
  de	
  GDP	
  por	
  GTP,	
  activando	
  de	
  

este	
  modo	
   las	
  GTPasas	
   diana.	
   En	
   este	
   caso,	
   Sos	
   será	
   el	
   responsable	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
  

proteína	
   Ras,	
   que	
   pasará	
   a	
   tener	
   unido	
   GTP	
   en	
   lugar	
   de	
   GDP	
   (Chardin	
   et	
   al.,	
   1993).	
   La	
  

formación	
  del	
  complejo	
  Grb2/Sos	
  puede	
  ser	
  un	
  punto	
  de	
  control	
  de	
   la	
  señal,	
  pudiendo	
  ser	
  

reguladas	
   por	
   retroalimentación	
  negativa	
   por	
   ERK	
  o	
   desde	
   el	
   propio	
   receptor	
   (Chen	
   et	
   al.,	
  

1996;	
  Holt	
  et	
  al.,	
  1996)	
  modulando	
  así	
  las	
  cinéticas	
  de	
  activación	
  del	
  resto	
  de	
  componentes	
  

de	
  la	
  cascada.	
  

	
  

3.2. Proteínas	
  Ras	
  

La	
  familia	
  Ras	
  es	
  una	
  familia	
  de	
  proteínas	
  formadas	
  por	
  cuatro	
  isoformas:	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras,	
  K-­‐

Ras4A	
   y	
   K-­‐Ras4B.	
   Pertenecen	
   a	
   la	
   superfamilia	
   de	
   proteínas	
   pequeñas	
   de	
   unión	
   a	
   GTP	
   (o	
  

GTPasas),	
  funcionando	
  como	
  interruptores	
  moleculares.	
  Juegan	
  un	
  papel	
  muy	
  importante	
  en	
  

!"!" #"!" #"$" %"%"#"%"%"!"$"!" %"$"

&'(" )*'"Figura	
  1.15.	
  Representación	
  
de	
   los	
   homo/heterodímeros	
  
formados	
   bajo	
   estimulación	
  
con	
   EGF	
   y	
   HRG.	
   En	
   células	
  
MCF7	
   la	
   estimulación	
   con	
  EGF	
  
o	
   HRG	
   genera	
   diferentes	
  
patrones	
  de	
  expresión	
  génica	
  y	
  
como	
   consecuencia	
   las	
   células	
  
proliferan	
   o	
   se	
   diferencian	
  
respectivamente.	
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diferentes	
  procesos	
  biológicos	
  como	
  proliferación,	
  diferenciación,	
  apoptosis,	
  supervivencia	
  y	
  

adhesión	
   entre	
   otros	
   (Malumbres	
   and	
   Barbacid,	
   2003).	
   De	
   hecho,	
   la	
   importancia	
   en	
   la	
  

fisiología	
  de	
  la	
  célula	
  se	
  pone	
  de	
  manifiesto	
  cuando	
  su	
  función	
  está	
  desregulada,	
  dando	
  lugar	
  

a	
  diferentes	
  patologías.	
  Se	
  ha	
  estimado	
  que	
  un	
  30%	
  de	
   los	
   tumores	
  en	
  humanos	
  muestran	
  

alguna	
  mutación	
  en	
  Ras	
  (Roberts	
  and	
  Der,	
  2007).	
  

Alguna	
  de	
  las	
  características	
  comunes	
  en	
  estas	
  proteínas	
  son:	
  

-­‐ tienen	
  un	
  sitio	
  de	
  unión	
  para	
  nucleótidos	
  de	
  guanina.	
  

-­‐ poseen	
  actividad	
  hidrolítica	
  de	
  GTP	
  intrínseca.	
  

-­‐ deben	
  estar	
  unidas	
  a	
  membranas	
  para	
  realizar	
  su	
  función.	
  

	
  

Las	
  proteínas	
  de	
  la	
  familia	
  Ras	
  pueden	
  ciclar	
  entre	
  un	
  estado	
  activo	
  o	
  unido	
  a	
  GTP,	
  y	
  un	
  

estado	
  inactivo	
  o	
  unido	
  a	
  GDP.	
  Este	
  ciclo	
  se	
  encuentra	
  regulado	
  por	
  dos	
  tipos	
  de	
  proteínas:	
  

• 	
  GEFs	
   o	
   factores	
   de	
   intercambio	
   de	
   nucleótidos	
   de	
   guanina:	
   que	
   favorecen	
   el	
  

intercambio	
  de	
  GDP	
  a	
  GTP,	
  activando	
  así	
  a	
  Ras	
  (Figura	
  1.17).	
  Dentro	
  de	
  esta	
  familia	
  podemos	
  

encontrar	
  a	
  Sos,	
  Ras	
  GRF	
  y	
  Ras	
  GRP.	
  

• 	
  GAPs	
   o	
   proteínas	
   activadoras	
   de	
   la	
   actividad	
   GTPasa:	
   que	
   potencian	
   la	
   actividad	
  

GTPasa	
   intrínseca	
   de	
   Ras,	
   hidrolizando	
   el	
   GTP	
   en	
   GDP	
   más	
   fosfato,	
   pasando	
   a	
   la	
   forma	
  

inactiva	
   de	
   la	
   proteína	
   (Figura	
   1.17).	
   Dentro	
   de	
   esta	
   familia	
   de	
   proteínas	
   se	
   encuentran	
  

p120GAP	
  o	
  NF1-­‐GAP	
  (Neurofibromina	
  1).	
  

	
  

3.2.1. Estructura	
  de	
  las	
  proteínas	
  Ras	
  

Existen	
   tres	
   genes	
   que	
   codifican	
   para	
   proteínas	
   Ras,	
   h-­‐ras,	
   n-­‐ras	
   y	
   k-­‐ras,	
   que	
   codifican	
  

para	
   cuatro	
   proteínas:	
   H-­‐Ras,	
   N-­‐Ras,	
   K-­‐Ras4A	
   y	
   K-­‐Ras4B,	
   estas	
   dos	
   últimas	
   se	
   generan	
   por	
  

splicing	
   alternativo	
   del	
   gen	
   k-­‐ras.	
   Estas	
   4	
   proteínas	
   son	
   idénticas	
   en	
   los	
   primeros	
   86	
  

aminoácidos,	
   y	
   presentan	
   una	
   homología	
   del	
   80%	
   en	
   los	
   siguientes	
   78	
   residuos.	
   Es	
   en	
   el	
  

extremo	
  C-­‐terminal	
  donde	
  presentan	
  diferencias	
  estructurales,	
  recibiendo	
  por	
  ello	
  el	
  nombre	
  

de	
  región	
  hipervariable	
  (HVR)	
  (Figura	
  1.16).	
  

	
  

	
  



Introducción	
  

	
   25	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Estructuralmente,	
  Ras	
  contiene	
  una	
  serie	
  de	
  segmentos	
  discontinuos	
  que	
  comprenden	
  los	
  

residuos	
  5-­‐63,	
  77-­‐92	
  y	
  109-­‐123,	
  esenciales	
  para	
  su	
  función,	
  y	
  además	
  un	
  dominio	
  efector	
  (en	
  

la	
  región	
  comprendida	
  por	
  los	
  residuos	
  32-­‐40)	
  que	
  es	
  donde	
  reside	
  su	
  actividad	
  biológica.	
  Por	
  

otra	
  parte,	
  Ras	
  presenta	
  dos	
  regiones	
  denominadas	
  switch	
  I	
  (del	
  aminoácido	
  30	
  al	
  38)	
  que	
  es	
  

responsable	
  de	
   la	
  unión	
  al	
  efector	
  y	
  a	
  proteínas	
  GAPs,	
  y	
  switch	
   II	
   (del	
  aminoácido	
  60	
  al	
  76)	
  

implicado	
  en	
  la	
   interacción	
  con	
  proteínas	
  GEFs.	
  Estas	
  dos	
  regiones	
  son	
  de	
  gran	
  importancia	
  

para	
  su	
  activación	
  y	
  su	
  función,	
  encontrándose	
  cercanas	
  al	
  fosfato	
  γ	
  del	
  GTP.	
  En	
  función	
  del	
  

nucleótido	
   de	
   guanina	
   unido	
   a	
   Ras,	
   las	
   regiones	
   switch	
   I	
   y	
   II	
   exhiben	
   diferentes	
  

conformaciones	
  estructurales,	
  afectando	
  a	
  la	
  unión	
  de	
  proteínas	
  reguladoras	
  y	
  efectoras	
  (Ma	
  

and	
  Karplus,	
  1997;	
  Malumbres	
  and	
  Pellicer,	
  1998)	
  (Figura	
  1.17).	
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Figura	
   1.16.	
   Representación	
   esquemática	
   de	
   la	
   secuencia	
   de	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras.	
   En	
   detalle	
   se	
  
representa	
   el	
   extremo	
   carboxilo	
   terminal	
   donde	
   reside	
   la	
   región	
   hipervariable	
   (HVR)	
   y	
   la	
   secuencia	
  
consenso	
  CAAX.	
  Cada	
  una	
  de	
  las	
  letras	
  corresponde	
  a	
  la	
  abreviatura	
  de	
  los	
  aminoácidos	
  correspondientes.	
  

Figura	
  1.17.	
  Cambio	
  conformacional	
  de	
  la	
  estructura	
  de	
  Ras	
  en	
  función	
  de	
  su	
  estado	
  de	
  activación.	
  Se	
  
indican	
  los	
  sitios	
  de	
  unión	
  para	
  el	
  nucleótido	
  de	
  guanina	
  (morado),	
  GEFs	
  (verde)	
  y	
  GAPs	
  y	
  efectores	
  (naranja).	
  
Además	
  de	
  las	
  regiones	
  switch	
  I	
  y	
  II	
  (azul	
  y	
  rojo	
  respectivamente).	
  (Modificado	
  de	
  Ma	
  &	
  Karplus,	
  1997).	
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3.2.2. Diferencias	
  entre	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras:	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras(4B)	
  

A	
  pesar	
  de	
  las	
  homologías	
  estructurales,	
  y	
  de	
  compartir	
  algunos	
  reguladores	
  y	
  efectores,	
  

se	
  ha	
  comprobado	
  en	
  varias	
  ocasiones	
  que	
  las	
  funciones	
  de	
  las	
  distintas	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  no	
  

son	
  redundantes.	
  De	
  hecho,	
  uno	
  de	
   los	
  datos	
  más	
  relevantes	
  a	
  este	
  respecto	
  se	
  trata	
  de	
   la	
  

frecuencia	
  de	
  mutaciones	
  de	
  alguna	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  en	
  diferentes	
  tumores	
  humanos	
  

(Figura	
   1.18).	
   Por	
   ejemplo,	
   las	
   mutaciones	
   en	
   la	
  

isoforma	
  K-­‐Ras	
  son	
  más	
  frecuentes	
  en	
  tumores	
  de	
  

pulmón,	
   colon	
   o	
   páncreas,	
   mientras	
   que	
   las	
  

mutaciones	
   en	
   H-­‐Ras	
   aparecen	
   más	
  

frecuentemente	
  en	
  tumores	
  del	
   tracto	
  urinario	
  o	
  

a	
  nivel	
  oral.	
  Además,	
   las	
   leucemias	
  y	
  melanomas	
  

muestran	
   una	
   mayor	
   tasa	
   de	
   mutaciones	
   en	
   la	
  

isoforma	
  N-­‐Ras	
  (Dhillon	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Karnoub	
  and	
  

Weinberg,	
  2008).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

Además	
   de	
   las	
   mutaciones	
   implicadas	
   en	
   el	
   desarrollo	
   de	
   ciertos	
   tumores,	
   también	
  

existen	
   diferencias	
   en	
   cuanto	
   a	
   la	
   reprogramación	
   génica	
   generada	
   en	
   función	
   de	
   la	
  

señalización	
   de	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras.	
   Por	
   ejemplo,	
   se	
   ha	
   observado	
   que	
   en	
   fibroblastos	
  

transformados,	
   N-­‐Ras	
   se	
   encuentra	
   regulando	
   la	
   adhesión	
   celular,	
   mientras	
   que	
   K-­‐Ras	
  

coordina	
  la	
  movilidad	
  de	
  las	
  mismas	
  (Fotiadou	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Esto	
  nos	
  indica	
  que,	
  aunque	
  las	
  

diferencias	
   se	
   hacen	
   evidentes	
   mucho	
   más	
   tarde,	
   es	
   en	
   los	
   estadíos	
   tempranos	
   de	
   la	
  

carcinogénesis	
  dónde	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  parecen	
  estar	
  jugando	
  diferentes	
  papeles.	
  

Otra	
  de	
  las	
  diferencias	
  funcionales	
  entre	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras,	
  se	
  basa	
  en	
  la	
  sensibilidad	
  a	
  

la	
   actividad	
   de	
   las	
   proteínas	
   GEFs	
   y	
   GAPs.	
   Por	
   ejemplo,	
   el	
   factor	
   de	
   intercambio	
   de	
  

nucleótidos	
  de	
  guanina,	
  SMG,	
  funciona	
  de	
  forma	
  específica	
  sobre	
   la	
   isoforma	
  K-­‐Ras	
  y	
  no	
   lo	
  

hace	
  sobre	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  (Mizuno	
  et	
  al.,	
  1991).	
  Y	
  por	
  otra	
  parte,	
  se	
  sabe	
  que	
   las	
  proteínas	
  

GAP	
  también	
  pueden	
  presentar	
  diferentes	
  afinidades	
  en	
  función	
  de	
  la	
   isoforma	
  de	
  Ras,	
  por	
  

ejemplo,	
  la	
  proteína	
  NF1-­‐GAP	
  es	
  cuatro	
  veces	
  más	
  efectiva	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  H-­‐Ras	
  que	
  en	
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Figura	
   1.18.	
   Relación	
   de	
   la	
   frecuencia	
   de	
   mutaciones	
   presentes	
   en	
   distintos	
   tipos	
   tumorales	
  
humanos	
   en	
   función	
   de	
   la	
   isoforma	
   de	
   Ras	
   responsable.	
   La	
   frecuencia	
   es	
   representada	
   como	
   el	
  
porcentaje	
  de	
  casos	
  en	
  los	
  cuales	
  una	
  o	
  varias	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  es	
  responsable	
  de	
  cada	
  tipo	
  tumoral.	
  
K:	
  K-­‐Ras;	
  N:	
  N-­‐Ras;	
  H:	
  H-­‐Ras.	
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la	
   de	
   N-­‐Ras	
   (Bollag	
   and	
   McCormick,	
   1991).	
   También	
   existen	
   diferencias	
   en	
   cuanto	
   a	
   los	
  

efectores	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras,	
  por	
  ejemplo,	
  el	
  grupo	
  de	
  Hancock	
  ha	
  demostrado	
  que	
  K-­‐

Ras	
  muestra	
  mayor	
  afinidad	
  y	
  actividad	
  sobre	
  Raf-­‐1	
  que	
  la	
  isoforma	
  H-­‐Ras,	
  mientras	
  que	
  H-­‐

Ras	
  tiene	
  mayor	
  potencial	
  de	
  activación	
  sobre	
  PI3K	
  que	
  K-­‐Ras	
  (Yan	
  et	
  al.,	
  1998).	
  

Pero,	
   sin	
   duda,	
   una	
   de	
   las	
   mayores	
   evidencias	
   en	
   cuanto	
   a	
   las	
   diferencias	
   funcionales	
  

entre	
  las	
  isoformas	
  Ras,	
  tiene	
  lugar	
  durante	
  el	
  desarrollo.	
  Se	
  sabe	
  que	
  existen	
  diferencias	
  en	
  

los	
  patrones	
  de	
  expresión	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  de	
  ratón,	
  de	
  tal	
  manera	
  que,	
  mientras	
  H-­‐Ras	
  

apenas	
  modifica	
   su	
   expresión	
  desde	
   el	
   día	
   10	
   hasta	
   el	
   día	
   19	
   de	
  desarrollo,	
  N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras	
  

disminuyen	
   su	
   expresión	
   drásticamente	
   (Leon	
   et	
   al.,	
   1987).	
   Las	
   diferencias	
   entre	
   las	
  

isoformas	
  de	
  Ras	
  durante	
  el	
   desarrollo	
   se	
  pone	
  de	
  manifiesto	
   al	
   deleccionar	
   alguno	
  de	
   los	
  

genes	
  ras	
  en	
  ratones:	
  los	
  embriones	
  de	
  ratones	
  knockout	
  de	
  K-­‐Ras4B	
  mueren	
  a	
  los	
  12,5	
  días	
  

de	
  desarrollo	
  (Koera	
  et	
  al.,	
  1997),	
  mientras	
  que	
  los	
  ratones	
  knockout	
  de	
  N-­‐Ras,	
  K-­‐Ras4A	
  y	
  H-­‐

Ras	
   son	
   capaces	
   de	
   desarrollarse	
   con	
   normalidad	
   (Plowman	
   et	
   al.,	
   2003;	
   Umanoff	
   et	
   al.,	
  

1995)	
  incluso	
  en	
  delecciones	
  combinadas	
  de	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  (Esteban	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Aunque	
  la	
  

ausencia	
  de	
  las	
  isoformas	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  tienen	
  consecuencias	
  en	
  el	
  ratón	
  adulto:	
  la	
  ausencia	
  

de	
  N-­‐Ras	
  en	
  los	
  ratones	
  afecta,	
  en	
  parte,	
  al	
  desarrollo	
  del	
  sistema	
  inmune	
  y	
  de	
  los	
  linfocitos	
  T	
  

(Pérez	
  de	
  Castro	
  et	
  al.,	
  2003);	
  y	
  la	
  delección	
  del	
  gen	
  hras	
  disminuye	
  la	
  formación	
  de	
  tumores	
  

cuando	
  se	
  induce	
  carcinogénesis	
  de	
  piel	
  (Ise	
  et	
  al.,	
  2000).	
  

Todas	
   estas	
   diferencias	
   funcionales	
   serían	
   difíciles	
   de	
   explicar	
   en	
   base	
   a	
   los	
   dominios	
  

catalíticos	
   de	
   Ras,	
   ya	
   que	
   sus	
   secuencias	
   son	
   idénticas	
   en	
   los	
   sitios	
   que	
   marcan	
   las	
  

interacciones	
  con	
  efectores	
  y	
  reguladores	
  (switch	
  I	
  y	
   II).	
  Es	
  en	
  el	
  extremo	
  C-­‐terminal	
  donde	
  

residen	
  las	
  mayores	
  diferencias	
  estructurales,	
  en	
  la	
  denominada	
  región	
  hipervariable	
  (HVR).	
  

La	
   región	
   HVR	
   es	
   diana	
   de	
   diferentes	
  modificaciones	
   post-­‐traduccionales	
   que	
  marcarán	
   la	
  

distinta	
   ubicación	
   de	
   las	
   isoformas	
   Ras	
   dentro	
   de	
   la	
   célula	
   tanto	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
   membrana	
  

plasmática	
  como	
  de	
  los	
  microdominios	
  subcelulares.	
  

	
  

3.2.3. Modificaciones	
   post-­‐traduccionales	
   y	
   localización	
   subcelular	
   de	
   las	
   isoformas	
  

de	
  Ras	
  

Hace	
   unos	
   años	
   se	
   pensaba	
   que	
   Ras	
   señalizaba	
   únicamente	
   desde	
   la	
   membrana	
  

plasmática.	
  Hoy	
  en	
  día	
  se	
  sabe	
  que	
  pueden	
  ocupar	
  diferentes	
  microdominios,	
  y	
  que	
  se	
  puede	
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encontrar	
   también	
   en	
   endomembranas,	
   desde	
   donde	
   es	
   capaz	
   de	
   señalizar.	
   Las	
  

modificaciones	
  post-­‐traduccionales,	
  que	
  permiten	
  anclar	
  a	
  Ras	
  a	
  las	
  membranas	
  lipídicas,	
  son	
  

las	
  responsables	
  de	
  la	
  existencia	
  de	
  Ras	
  en	
  diferentes	
  sitios	
  de	
  la	
  célula.	
  

Las	
   proteínas	
   Ras	
   son	
   sintetizadas	
   en	
   ribosomas	
   libres	
   como	
   proteínas	
   hidrofílicas,	
  

portando	
  en	
  el	
  extremo	
  C-­‐terminal	
  un	
  motivo	
  conservado	
  denominado	
  caja	
  CAAX,	
  que	
  está	
  

formado	
  por	
   la	
  cisteína	
  en	
  posición	
  186	
  (C),	
  dos	
  aminoácidos	
  alifáticos	
  (A)	
  y	
  un	
  aminoácido	
  

cualquiera	
  (X).	
  La	
  cisteína	
  de	
  este	
  motivo	
  es	
  la	
  primera	
  diana	
  de	
  las	
  modificaciones,	
  ya	
  que	
  es	
  

reconocida	
   por	
   una	
   farnesil-­‐transferasa	
   o	
   geraniltransferasa	
   que	
   cataliza	
   la	
   unión	
   de	
   un	
  

grupo	
   farnesilo	
   o	
   geranilo	
   (Zhang	
   and	
   Casey,	
   1996),	
   aumentando	
   así	
   la	
   hidrofobicidad	
   y	
  

permitiendo	
  la	
  asociación	
  transitoria	
  al	
  retículo	
  endoplasmático	
  (Zhang	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Una	
  vez	
  

prenilada,	
  la	
  enzima	
  Rce1	
  (Ras	
  converting	
  enzyme-­‐1)	
  proteoliza	
  los	
  residuos	
  AAX	
  (Boyartchuk	
  

et	
  al.,	
  1997;	
  Kim	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Otto	
  et	
  al.,	
  1999).	
  A	
  continuación,	
   la	
  cisteína	
  186	
  es	
  metilada	
  

por	
  Icmt	
  (Isoprenylcysteine	
  carboxyl	
  methyl-­‐transferase)	
  (Casey,	
  1995;	
  Dai	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Todos	
  

estos	
   procesos	
   post-­‐traduccionales	
   aumentan	
   la	
   hidrofobicidad	
   de	
   las	
   proteínas	
   y	
   son	
  

suficientes	
  para	
  poder	
  estar	
  ancladas	
  a	
  membranas	
   lipídicas	
  pero,	
  para	
  una	
  asociación	
  más	
  

estable,	
  las	
  proteínas	
  Ras	
  necesitan	
  una	
  segunda	
  señal.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras4A,	
  

una	
  vez	
  en	
  el	
  aparato	
  de	
  Golgi,	
   la	
  enzima	
  DHHC9	
  cataliza	
  la	
  unión	
  de	
  grupos	
  palmitoil	
  en	
  la	
  

cisteína	
  184	
  (y	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  H-­‐Ras	
  también	
  en	
  la	
  Cys181)	
  (Mitchell	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Swarthout	
  et	
  

al.,	
  2005),	
  que	
  aumentará	
  la	
  afinidad	
  de	
  Ras	
  por	
  las	
  membranas	
  permitiendo	
  un	
  anclaje	
  más	
  

estable	
  (Figura	
  1.19).	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  proteína	
  K-­‐Ras4B,	
  la	
  segunda	
  señal	
  está	
  proporcionada	
  

por	
  la	
  región	
  polibásica	
  del	
  extremo	
  C-­‐terminal.	
  En	
  su	
  región	
  carboxilo	
  terminal	
  presenta	
  una	
  

secuencia	
   rica	
   en	
   lisinas,	
   que	
   aportan	
   una	
   carga	
   positiva	
   que	
   permite	
   una	
   interacción	
  

electrostática	
  con	
  los	
  fosfolípidos	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  (Hancock	
  et	
  al.,	
  1990)	
  (Figura	
  

1.19).	
   Una	
   vez	
   procesada	
   la	
   región	
   hipervariable,	
   H-­‐Ras,	
   N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras4A	
   se	
   dirigen	
   a	
   la	
  

membrana	
   plasmática	
   mediante	
   vesículas	
   generadas	
   en	
   el	
   Aparato	
   de	
   Golgi	
   (Chiu	
   et	
   al.,	
  

2002a;	
  Prior	
  and	
  Hancock,	
  2001;	
  Prior	
  et	
  al.,	
   2001;	
  Wolfman,	
  2001),	
  mientras	
  que	
  K-­‐Ras4B	
  

utiliza	
  la	
  red	
  de	
  microtúbulos	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Thissen	
  et	
  al.,	
  1997).	
  

Tras	
   todo	
   el	
   proceso	
   de	
  modificaciones	
   podemos	
   encontrar	
   proteínas	
   Ras	
   en	
   regiones	
  

distintas	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática.	
   Por	
   una	
   parte,	
   H-­‐Ras	
   puede	
   encontrarse	
   tanto	
   en	
  

membrana	
  desordenada	
   (regiones	
   fluidas	
   ricas	
  en	
   fosfolípidos	
   insaturados)	
  como	
  en	
  balsas	
  

lipídicas	
  o	
  lipid	
  rafts	
  (regiones	
  enriquecidas	
  en	
  colesterol	
  y	
  glicosfingolípidos)	
  caveolares	
  y	
  no	
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caveolares	
  (Prior	
  et	
  al.,	
  2001).	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  N-­‐Ras,	
  puede	
  encontrarse	
  tanto	
  en	
  membrana	
  

desordenada	
   como	
   en	
   balsas	
   lipídicas	
   no	
   caveolares	
   (Matallanas	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Tras	
   la	
  

eliminación	
  de	
  colesterol	
  de	
   la	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  observando	
  que	
   la	
  activación	
  de	
  H-­‐

Ras	
  se	
  veía	
  afectada	
  y	
  sin	
  embargo	
  la	
  actividad	
  de	
  K-­‐Ras	
  no	
  lo	
  hacía,	
  se	
  determinó	
  que	
  K-­‐Ras	
  

se	
  encuentra	
  sólo	
  en	
  membrana	
  desordenada	
  (Roy	
  et	
  al.,	
  1999)	
  pudiendo	
  migrar	
  fácilmente	
  

por	
  ella	
  (Niv	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Además,	
  durante	
  su	
  procesamiento	
  hacia	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  

las	
  proteínas	
  Ras	
  pueden	
  señalizar	
  desde	
  las	
  endomembranas	
  por	
  dónde	
  pasan	
  (Bivona	
  et	
  al.,	
  

2003;	
  Gomez	
  and	
  Daniotti,	
  2007;	
  Roy	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Pero	
  no	
  todas	
  las	
  poblaciones	
  de	
  Ras	
  en	
  

endomembranas	
   son	
   transitorias,	
   también	
   se	
   han	
   encontrado	
   poblaciones	
   estables	
   y	
  

funcionales	
  tanto	
  en	
  Golgi	
  como	
  en	
  el	
  retículo	
  endoplasmático	
  (Chiu	
  et	
  al.,	
  2002a).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

No	
  sólo	
  las	
  modificaciones	
  post-­‐traduccionales	
  condicionan	
  la	
  ubicación	
  de	
  las	
  isoformas	
  

de	
  Ras,	
  sino	
  que	
  el	
  estado	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  también	
  afecta	
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Figura	
  1.19.	
  Esquema	
  de	
   las	
  modificaciones	
  post-­‐traduccionales	
  sufridas	
  durante	
   la	
  maduración	
  de	
  
las	
  proteínas	
  Ras	
  y	
  de	
  las	
  posibles	
  localizaciones	
  subcelulares	
  de	
  las	
  tres	
  isoformas	
  más	
  abundantes.	
  
Tras	
  la	
  prenilación,	
  proteólisis	
  y	
  metilación	
  de	
  la	
  cisteína	
  186	
  en	
  el	
  retículo	
  endoplasmático,	
  las	
  isoformas	
  H	
  
(naranja)	
  y	
  N	
  (rojo)	
  pasan	
  por	
  el	
  Ap.Golgi	
  donde	
  son	
  palmitoiladas	
  en	
   la	
  cisteína	
  184	
  (la	
   isoforma	
  H	
  puede	
  
tener	
  palmitoilada	
  la	
  cisteína	
  181	
  también),	
  terminando	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  a	
  través	
  de	
  endosomas.	
  
En	
  el	
  caso	
  de	
  K-­‐Ras	
  (morado),	
  su	
  región	
  polibásica	
  sirve	
  de	
   interactor	
  electrostático	
  con	
   los	
  fosfolípidos	
  de	
  
membrana	
  plasmática.	
  Además	
  puede	
  ser	
  encontrada	
  en	
  mitocondria	
   tras	
   ser	
   fosforilada	
  por	
  PKC	
   (verde).	
  
Por	
   otra	
   parte,	
   existe	
   tráfico	
   entre	
   microdominios	
   de	
   membrana	
   plasmática	
   en	
   función	
   del	
   estado	
   de	
  
activación.	
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membrana	
   plasmática.	
   Si	
   Ras	
   se	
   encuentra	
   unido	
   a	
   GDP,	
   en	
   su	
   estado	
   inactivo,	
   presenta	
  

mayor	
   afinidad	
   por	
   la	
   región	
   de	
   membrana	
   plasmática	
   menos	
   fluida	
   (lipid	
   rafts)	
   y	
   tras	
   la	
  

activación	
   de	
   la	
   proteína,	
   con	
   el	
   consecuente	
   cambio	
   conformacional,	
   la	
   proteína	
   se	
  

encuentra	
   preferentemente	
   anclada	
   a	
   la	
  membrana	
   plasmática	
   desordenada	
   (Figura	
   1.19).	
  

Según	
   esto,	
   los	
   sitios	
   switch	
   I	
   y	
   II	
   también	
   pueden	
   intervenir	
   en	
   la	
   unión	
   a	
   la	
   membrana	
  

plasmática,	
   o	
   bien	
   que	
   el	
   cambio	
   conformacional	
   que	
   tiene	
   lugar	
   en	
   la	
   proteína	
   tras	
   su	
  

activación,	
  puede	
  favorecer	
  más	
  la	
  unión	
  a	
  membrana	
  plasmática	
  desordenada	
  (Prior	
  et	
  al.,	
  

2001).	
  	
  

	
  

3.2.4. Señalización	
  de	
  Ras	
  desde	
  localizaciones	
  subcelulares	
  

En	
  función	
  de	
  la	
  localización	
  subcelular	
  de	
  Ras,	
  los	
  mecanismos	
  de	
  activación	
  y	
  regulación	
  

son	
   específicos,	
   y	
   puede	
   hacer	
   que	
   Ras	
   sea	
   responsable	
   de	
   una	
   gran	
   variabilidad	
   en	
  

señalización	
  y	
  en	
  funciones	
  biológicas.	
  Ras	
  puede	
  ser	
  regulada	
  por	
  diferentes	
  GEFs	
  en	
  función	
  

de	
   la	
   localización:	
   mientras	
   que	
   Ras-­‐GRP	
   es	
   específico	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   desde	
   el	
  

Aparato	
  de	
  Golgi	
  (Bivona	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Caloca	
  et	
  al.,	
  2003),	
  Ras-­‐GRF	
  y	
  Sos	
  lo	
  son	
  desde	
  retículo	
  

endoplasmático	
   (Arozarena	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Es	
   más,	
   en	
   función	
   del	
   estímulo	
   extracelular	
  

recibido,	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  puede	
  localizarse	
  en	
  distintos	
  sitios	
  celulares.	
  Este	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  

activación	
  de	
  Ras	
  en	
  células	
  T	
  del	
  sistema	
  inmune,	
  donde	
  Ras	
  es	
  activado	
  en	
  el	
  aparato.	
  de	
  

Golgi	
   de	
  una	
  manera	
  dependiente	
  de	
  PLCγ	
   y	
  de	
   calcio,	
  mientras	
  que	
   si	
   la	
   activación	
  es	
   en	
  

respuesta	
  a	
  DAG,	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  ocurre	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  (Mor	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

También	
   es	
   de	
   gran	
   importancia	
   la	
   especificidad	
   a	
   la	
   hora	
   de	
   desactivar	
   Ras	
   en	
   los	
  

diferentes	
   sitios	
   en	
   función	
  del	
   contexto	
   celular,	
   existiendo	
  proteínas	
  GAP	
   con	
   localización	
  

específica	
   (Grewal	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Sharma,	
   1998)	
   y	
   otras	
   ubicuas	
   (Nordlund	
   et	
   al.,	
   1993;	
  

Roudebush	
  et	
  al.,	
  1997).	
  	
  

Uno	
   de	
   los	
   motivos	
   de	
   la	
   variabilidad	
   de	
   la	
   señalización	
   se	
   debe	
   a	
   la	
   diferente	
  

disponibilidad	
  de	
  efectores	
  dependiendo	
  de	
  la	
  localización	
  subcelular.	
  En	
  nuestro	
  laboratorio	
  

se	
  demostró	
  que	
  cuando	
  H-­‐Ras	
  se	
  encuentra	
  en	
  estado	
  activo	
  utiliza	
  Raf,	
  PI3K	
  y	
  RalGDS	
  como	
  

efectores	
   desde	
   el	
   retículo	
   endoplasmático	
   y	
   lipid	
   rafts,	
   mientras	
   que	
   si	
   lo	
   hace	
   desde	
   la	
  

membrana	
  desordenada	
  la	
  señalización	
  hacia	
  PI3K	
  es	
  mucho	
  menor.	
  La	
  señalización	
  desde	
  el	
  

aparato	
  de	
  Golgi	
  es	
  básicamente	
  a	
  través	
  del	
  efector	
  RalGDS	
  y	
  no	
  de	
  ERK	
  (Matallanas	
  et	
  al.,	
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2006).	
  En	
  concreto,	
  dentro	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  señalización	
  Ras-­‐ERK,	
  la	
  disponibilidad	
  de	
  Raf,	
  en	
  las	
  

diferentes	
   localizaciones	
  subcelulares,	
  afecta	
  a	
   la	
  señalización	
  mediada	
  por	
  Ras	
  en	
  distintos	
  

microdominios.	
  

	
  

3.3. Proteínas	
  ERK1/2	
  

La	
   familia	
  de	
  proteínas	
  ERK	
  está	
  constituida	
  principalmente	
  por	
  dos	
  proteínas	
  quinasas:	
  

ERK1	
  (44KDa)	
  y	
  ERK2	
  (42KDa).	
  Además,	
  también	
  se	
  han	
  descrito	
  otras	
  formas	
  alternativas	
  de	
  

splicing	
  como	
  por	
  ejemplo	
  ERK1b	
  (Yung	
  et	
  al.,	
  2000),	
  ERK1c	
  (Aebersold	
  et	
  al.,	
  2004)	
  y	
  ERK2b	
  

(Gonzalez	
  et	
  al.,	
  1992).	
  Estas	
  MAPKs	
  son	
  consideradas	
  el	
  centro	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  

de	
   la	
   ruta	
  Ras-­‐ERK,	
   siendo	
  el	
   siguiente	
  nivel	
  de	
   transducción	
  de	
   la	
   señal,	
   tras	
   su	
  activación	
  

mediada	
  por	
  MEKs.	
  

Existe	
  una	
  gran	
  homología	
  en	
  las	
  secuencias	
  de	
  ERK1	
  y	
  ERK2	
  (90%),	
  comparten	
  muchos	
  de	
  

los	
  sustratos	
  y	
  mecanismos	
  de	
  regulación,	
  y	
  son	
  expresados	
  en	
  todos	
  los	
  tejidos	
  (Miyata	
  and	
  

Nishida,	
  1999),	
  por	
  lo	
  que	
  en	
  un	
  principio	
  se	
  consideró	
  que	
  eran	
  proteínas	
  redundantes.	
  Sin	
  

embargo,	
  existen	
  diferencias	
  entre	
  ellas	
  como	
  su	
  diferente	
  patrón	
  de	
  expresión	
  en	
   función	
  

del	
   tejido,	
   así	
   como	
   el	
   efecto	
   observado	
   tras	
   deleccionar	
   la	
   expresión	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   sus	
  

correspondientes	
   genes	
   y	
   la	
   generación	
   de	
   los	
   respectivos	
   ratones	
   knockout.	
   Los	
   ratones	
  

knockout	
   para	
   ERK1	
   crecen	
   con	
   normalidad	
   y	
   son	
   fértiles,	
   aunque	
   muestran	
   alterado	
   el	
  

aprendizaje,	
  la	
  maduración	
  de	
  timocitos	
  y	
  la	
  diferenciación	
  preadipocítica	
  (Bost	
  et	
  al.,	
  2005;	
  

Mazzucchelli	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Pagès	
   et	
   al.,	
   1999),	
   mientras	
   que	
   los	
   ratones	
   Erk2	
   -­‐/-­‐	
   resultan	
  

letales	
  embrionarios,	
  a	
  consecuencia	
  de	
  defectos	
  durante	
  la	
  formación	
  de	
  la	
  placenta	
  (Saba-­‐

El-­‐Leil	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Yao	
  et	
  al.,	
  2003),	
  de	
  lo	
  que	
  se	
  deduce	
  que	
  sus	
  funciones	
  no	
  son	
  del	
  todo	
  

solapantes.	
  Pero	
  por	
  otro	
   lado,	
  también	
  son	
   isoformas	
  redundantes	
  en	
  ciertos	
  aspectos,	
  ya	
  

que	
  la	
  ausencia	
  de	
  ERK1	
  en,	
  al	
  menos,	
  dos	
  especies	
  de	
  vertebrados	
  (Gallus	
  gallus	
  y	
  Xenopus	
  

tropicalis)	
  puede	
  ser	
  compensada	
  por	
  ERK2	
  (Lefloch	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

	
  

3.3.1. Estructura	
  

Las	
  proteínas	
  ERKs,	
  de	
  forma	
  similar	
  a	
  otras	
  proteínas	
  quinasas,	
  son	
  proteínas	
  globulares	
  

formadas	
   por	
   dos	
   lóbulos	
   bien	
   definidos:	
   un	
   gran	
   lóbulo	
   C-­‐terminal	
   compuesto	
  

fundamentalmente	
  por	
   hélices	
  α,	
   y	
   un	
  pequeño	
   lóbulo	
  N-­‐terminal	
   rico	
   en	
   láminas	
  β	
   y	
   dos	
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hélices	
  α,	
  unidos	
  por	
  una	
  región	
  que	
  comprende	
  el	
  centro	
  activo	
  de	
  la	
  proteína.	
  La	
  región	
  de	
  

activación	
  reside	
  en	
  el	
  lóbulo	
  C-­‐terminal	
  y	
  consta	
  del	
  sitio	
  de	
  unión	
  a	
  magnesio	
  y	
  un	
  sitio	
  de	
  

fosforilación,	
  cuya	
  secuencia	
  consenso	
  es	
  TEY	
  (T183-­‐Y185),	
  que	
  recibe	
  el	
  nombre	
  de	
  lazo	
  de	
  

activación	
  o	
  activation	
  loop.	
  	
  Además,	
  fuera	
  de	
  la	
  región	
  catalítica	
  pero	
  dentro	
  del	
  lóbulo	
  C-­‐

terminal,	
   se	
   encuentran	
   sitios	
   de	
   unión	
   a	
   los	
   sustratos	
   y	
   proteínas	
   reguladoras,	
   como	
   los	
  

dominios	
   CD	
   y	
   DBP.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   en	
   el	
   lóbulo	
   N-­‐terminal,	
   la	
   estructura	
   forma	
   una	
  

hendidura,	
   a	
  modo	
  de	
  bolsillo,	
   que	
  participa	
  en	
   la	
   interacción	
   con	
  el	
   anillo	
  de	
  adenina	
  del	
  

ATP.	
   En	
   este	
   mismo	
   lóbulo	
   también	
   se	
   encuentra	
   el	
   dominio	
   de	
   unión	
   a	
   sustratos	
   ED,	
  

formado	
  por	
  dos	
  aminoácidos	
  neutros	
  (Thr-­‐Thr).	
  

Una	
   vez	
   activa,	
   la	
   proteína	
   sufre	
   un	
   reordenamiento	
   estructural,	
   la	
   región	
   DBP	
   es	
  

accesible	
  a	
  otras	
  proteínas	
  reguladoras	
  y	
  a	
  sustratos	
  específicos,	
  y	
  el	
  nuevo	
  plegamiento	
  de	
  la	
  

proteína	
   permite	
   la	
   proximidad	
   de	
   los	
   dominios	
   CD	
   y	
   ED,	
   formando	
   una	
   hendidura	
   que	
  

determina	
  la	
  especificidad	
  y	
  la	
  afinidad	
  en	
  la	
  unión	
  de	
  la	
  enzima	
  a	
  sus	
  sustratos	
  (Figura	
  1.20).	
  

	
  

3.3.2. Activación	
  y	
  desactivación	
  

El	
   siguiente	
  nivel	
   de	
   la	
   transmisión	
  de	
   la	
   señal	
   en	
   la	
   ruta	
  Ras-­‐ERK,	
   tras	
   la	
   activación	
  de	
  

MEK,	
   se	
   trata	
   de	
   la	
   doble	
   fosforilación	
   de	
   los	
   residuos	
   localizados	
   en	
   el	
   lazo	
   de	
   activación	
  

(motivo	
  TEY)	
  de	
  la	
  quinasa	
  ERK	
  (Payne	
  et	
  al.,	
  1991).	
  Esta	
  fosforilación	
  es	
  mediada	
  únicamente	
  

por	
  MEK,	
  que	
  tras	
  la	
  interacción	
  del	
  dominio	
  D	
  de	
  MEK	
  con	
  el	
  dominio	
  CD	
  de	
  ERK,	
  se	
  produce	
  

un	
  cambio	
  conformacional	
  en	
  la	
  estructura	
  de	
  ERK	
  (Figura	
  1.20),	
  exponiendo	
  así	
  los	
  residuos	
  

Thr183	
  y	
  Tyr185,	
  que	
  son	
  susceptibles	
  de	
  ser	
  fosforilados	
  por	
  MEK	
  (Canagarajah	
  et	
  al.,	
  1997;	
  

Zhou	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

 En	
  la	
  asociación	
  de	
  MEK	
  y	
  ERK	
  participan	
  varias	
  regiones	
  de	
  estas	
  moléculas,	
  tanto	
  en	
  el	
  

extremo	
  amino	
  terminal	
  como	
  en	
  el	
  carboxilo	
   terminal	
   (Wilsbacher	
  et	
  al.,	
  1999),	
  como	
  por	
  

ejemplo,	
  los	
  aminoácidos	
  19-­‐25	
  de	
  ERK	
  (Eblen	
  et	
  al.,	
  2001)	
  y	
  los	
  residuos	
  312-­‐320	
  (Rubinfeld	
  

et	
   al.,	
   1999).	
   Estas	
   regiones	
   pertenecen	
   a	
   diferentes	
   áreas	
   dentro	
   de	
   la	
   estructura	
  

tridimensional	
   de	
   ERK,	
   por	
   lo	
   que	
   parece	
   evidente	
   que	
   todos	
   esos	
   residuos	
   no	
   pueden	
  

interaccionar	
   con	
  una	
  única	
  molécula	
  de	
  MEK	
  al	
   tiempo.	
  Posiblemente,	
   la	
  participación	
  de	
  

ciertas	
   proteínas	
   adaptadoras	
  median	
   la	
   interacción	
   de	
  MEK	
   y	
   ERK,	
   como	
   es	
   el	
   caso	
   de	
   la	
  

proteína	
  MP1	
  (MEK	
  partner	
  1)	
  (Schaeffer	
  et	
  al.,	
  1998).	
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Una	
  vez	
  activa,	
   la	
  estructura	
  de	
  ERK	
  sufre	
  un	
  cambio	
  conformacional,	
  exponiendo	
  en	
  el	
  

dominio	
   catalítico,	
   una	
   región	
   en	
   forma	
  de	
   bolsillo	
   rodeada	
   de	
   residuos	
   hidrofóbicos.	
   Este	
  

bolsillo	
   se	
   denomina	
   zona	
   de	
   reconocimiento	
   de	
   las	
   regiones	
   P+1	
   de	
   los	
   sustratos,	
   ya	
   que	
  

será	
   la	
  responsable	
  de	
   la	
  unión	
  a	
   la	
  secuencia	
  fosfoaceptora	
  de	
   los	
  sustratos	
  (caracterizada	
  

por	
  presentar	
  una	
  prolina	
  en	
  posición	
  +1/-­‐1	
  respecto	
  a	
  la	
  serina	
  o	
  treonina	
  susceptible	
  de	
  ser	
  

fosforilada)	
  (Clark-­‐Lewis	
  et	
  al.,	
  1991).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

En	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   señal	
  mediada	
   por	
   ERK,	
   es	
   tan	
   importante	
   la	
   activación	
   como	
   la	
  

inactivación	
  de	
  su	
  potencial	
  catalítico.	
  Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  es	
  necesaria	
   la	
   fosforilación	
  

tanto	
  en	
  el	
  residuo	
  de	
  treonina	
  como	
  en	
  el	
  residuo	
  de	
  tirosina,	
  la	
  acción	
  de	
  las	
  fosfatasas	
  de	
  

treonina	
   o	
   de	
   tirosina	
   es	
   suficiente	
   para	
   la	
   inactivación	
   de	
   ERK.	
   En	
   la	
   inactivación	
   pueden	
  

participar	
   Ser/Thr	
   fosfatasas	
   (PPs)	
   (Alessi	
   et	
   al.,	
   1995),	
   Tyr	
   fosfatasas	
   (PTPs)	
   (Pulido	
   et	
   al.,	
  

1998)	
   o	
   por	
   fosfatasas	
   de	
   especificidad	
   dual	
   (MKPs)	
   (Sun	
   et	
   al.,	
   1993).	
   Estas	
   fosfatasas	
  

pueden	
  eliminar	
  uno	
  o	
  dos	
  de	
  los	
  residuos	
  fosforilados	
  responsables	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  ERK,	
  

siendo	
  suficiente	
  para	
   la	
   inactivación	
  de	
   la	
  enzima.	
   La	
  especificidad	
  de	
   la	
  enzima	
  depende,	
  

entre	
  otras	
  cosas,	
  del	
  tipo	
  de	
  estimulación	
  y	
  de	
  la	
  localización	
  de	
  ERK.	
  	
  

Además	
   de	
   la	
   inactivación	
   por	
   fosfatasas,	
   la	
   señalización	
   mediada	
   por	
   ERK	
   puede	
   ser	
  

bloqueada	
   por	
   un	
   mecanismo	
   de	
   retroinhibición	
   mediada	
   por	
   la	
   misma	
   proteína	
   ERK.	
  

Figura	
   1.20.	
   Representación	
   del	
   cambio	
   conformacional	
   de	
   ERK2	
   durante	
   su	
   activación.	
   Se	
  
representa	
   el	
   dominio	
   amino	
   terminal	
   (N-­‐Ter)	
   formado	
  por	
   láminas	
  β	
   (verde)	
   y	
   dos	
   hélices	
  α	
   (azul),	
   y	
   el	
  
dominio	
  carboxilo	
  terminal	
  (C-­‐Ter)	
  formado	
  por	
  hélices	
  α.	
  En	
  detalle	
  se	
  muestra	
  el	
  sitio	
  catalítico,	
  y	
  cómo	
  el	
  
lazo	
  de	
  activación	
   (rojo)	
   sufre	
  un	
  cambio	
  conformacional	
  exponiendo	
   la	
   treonina	
  183	
   (T183)	
  y	
   la	
   tirosina	
  
185	
  (Y185),	
  así	
  como	
  el	
  sitio	
  P+1	
  de	
  unión	
  a	
  los	
  sustratos.	
  Modificado	
  de	
  Canagarajah	
  et	
  al.,	
  1997	
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Después	
  de	
   la	
   activación	
  de	
   ERK,	
   además	
  de	
   fosforilar	
   determinados	
   sustratos,	
   la	
   proteína	
  

quinasa	
   puede	
   fosforilar	
   proteínas	
   que	
   participan	
   en	
   los	
   niveles	
   iniciales	
   de	
   la	
   cascada,	
  

inhibiéndolos	
   y	
   bloqueando	
   así	
   la	
   continuidad	
   de	
   la	
   señalización.	
   Se	
   han	
   descrito	
  

fosforilaciones	
   inhibitorias	
   para	
   el	
   factor	
   Sos	
   (Corbalan-­‐Garcia	
   et	
   al.,	
   1996),	
   para	
   las	
  

diferentes	
  isoformas	
  de	
  Raf	
  (Dougherty	
  et	
  al.,	
  2005)	
  y	
  para	
  las	
  proteínas	
  MEK	
  (Slack-­‐Davis	
  et	
  

al.,	
  2003),	
  que	
  pueden	
  explicar	
  estos	
  mecanismos	
  de	
  retroinhibición	
  mediada	
  por	
  la	
  ruta	
  de	
  

ERK.	
  	
  

	
  

3.3.3. Dimerización	
  

La	
  proteína	
  ERK,	
  una	
  vez	
  fosforilada,	
  es	
  capaz	
  de	
  formar	
  homodímeros.	
  Aunque	
  en	
  menor	
  

grado	
  puede	
  ocurrir	
  la	
  dimerización	
  entre	
  ERK	
  fosforilado	
  y	
  ERK	
  no	
  fosforilado,	
  la	
  unión	
  más	
  

frecuente	
  es	
  aquella	
  que	
  ocurre	
  entre	
  dos	
  moléculas	
  de	
  ERK	
  fosforilado,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  

cuando	
  ERK	
  se	
  fosforila	
  y	
  activa,	
  pasa	
  a	
  formar	
  parte	
  de	
  un	
  dímero	
  con	
  otra	
  molécula	
  en	
  su	
  

mismo	
  estado	
  (Khokhlatchev	
  et	
  al.,	
  1998).	
  La	
  interacción	
  entre	
  dos	
  moléculas	
  de	
  ERK2	
  activo	
  

está	
   basada	
   en	
   una	
   red	
   de	
   interacciones	
   electrostáticas	
   en	
   las	
   que	
   participan	
   el	
   lazo	
   de	
  

activación	
  y	
  una	
  zona	
  del	
   lóbulo	
  C-­‐terminal,	
  denominada	
  L16	
  (de	
   la	
  Pro309	
  a	
   la	
  Arg358).	
  El	
  

mecanismo	
   de	
   dimerización	
   afecta	
   en	
   primer	
   lugar	
   al	
   lazo	
   de	
   activación,	
   que	
   una	
   vez	
  

fosforilado	
  en	
  los	
  dos	
  residuos	
  necesarios,	
  se	
  desplaza	
  25	
  Å	
  respecto	
  a	
  su	
  posición	
  en	
  ERK2	
  

no	
   fosforilado,	
   de	
   tal	
   manera	
   que	
   tres	
   residuos	
   de	
   leucina	
   (Leu333,	
   Leu336	
   y	
   Leu344)	
  

situadas	
  en	
  L16	
  quedan	
  más	
  expuestas	
  al	
  solvente.	
  Además	
  la	
  His176	
  del	
  lazo	
  de	
  fosforilación	
  

se	
   estabiliza	
   con	
   el	
   residuos	
   Glu343	
   de	
   la	
   región	
   L16	
   de	
   la	
   otra	
   molécula	
   del	
   dímero,	
  

formando	
  un	
  par	
  iónico	
  (Figura	
  1.21).	
  Finalmente,	
  en	
  la	
  formación	
  del	
  dímero	
  participan	
  12	
  

residuos	
  de	
  cada	
  molécula	
  de	
  ERK2	
  en	
  las	
  interacciones	
  hidrofóbicas	
  e	
  iónicas,	
  aproximando	
  

a	
  los	
  monómeros	
  de	
  ERK2	
  a	
  menos	
  de	
  3,9	
  Å.	
  Como	
  resultado	
  de	
  todas	
  estas	
  interacciones,	
  se	
  

forma	
   un	
   dímero	
   de	
   ERK2	
   simétrico	
   y	
   con	
   los	
   centros	
   activos	
   totalmente	
   accesibles	
  

(Khokhlatchev	
  et	
  al.,	
  1998).	
  

Los	
   dímeros	
   de	
   ERK,	
   tras	
   la	
   estimulación	
   mitogénica,	
   pueden	
   formarse	
   utilizando	
  

proteínas	
  adaptadoras	
  como	
  plataformas,	
  siendo	
  entonces	
  capaces	
  de	
  interaccionar	
  y	
  activar	
  

los	
   sustratos	
   citoplasmáticos.	
   Además,	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   evitando	
   el	
   proceso	
   de	
  

dimerización	
   de	
   ERK,	
   pero	
   sin	
   afectar	
   a	
   su	
   actividad	
   quinasa,	
   se	
   puede	
   inhibir	
   procesos	
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implicados	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  algunos	
  tumores.	
  Por	
  lo	
  que	
  la	
  dimerización	
  de	
  ERK	
  podría	
  ser	
  

una	
  posible	
  diana	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  fármacos	
  antitumorales	
  (Casar	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

3.3.4. Translocación	
  al	
  núcleo	
  

La	
  localización	
  celular	
  de	
  ERK	
  depende	
  fundamentalmente	
  del	
  estado	
  de	
  activación	
  de	
  la	
  

proteína,	
   de	
   tal	
   manera	
   que	
   en	
   condiciones	
   de	
   reposo,	
   o	
   en	
   ausencia	
   de	
   factores	
  

mitogénicos,	
  ERK	
  se	
  encuentra	
  en	
  el	
  citoplasma	
  (Chuderland	
  and	
  Seger,	
  2005).	
  Se	
  sabe	
  que	
  la	
  

localización	
   citoplasmática	
   de	
   ERK	
   es	
   dependiente,	
   en	
   gran	
   medida,	
   de	
   ciertos	
   anclajes	
  

citoplasmáticos,	
  como	
  por	
  ejemplo	
  las	
  proteínas	
  MEKs	
  (Fukuda	
  et	
  al.,	
  1997),	
  ciertas	
  proteínas	
  

adaptadoras	
  o	
  scaffold	
  como	
  MP1,	
  y	
  el	
  propio	
  citoesqueleto	
  (Reszka	
  et	
  al.,	
  1995).	
  El	
  65-­‐75%	
  

de	
   estas	
   interacciones	
   son	
   reversibles	
   (Zehorai	
   et	
   al.,	
   2010),	
   de	
   tal	
   manera	
   que	
   bajo	
  

estimulación	
   mitogénica,	
   ERK	
   sufre	
   un	
   cambio	
   conformacional	
   en	
   la	
   región	
   del	
   lazo	
   de	
  

activación,	
  liberándose	
  así	
  de	
  su	
  anclaje	
  citoplasmático	
  y	
  pudiendo	
  translocarse	
  al	
  núcleo.	
  La	
  

translocación	
   de	
   ERK	
   al	
   núcleo	
   es	
   imprescindible	
   para	
   el	
   progreso	
   del	
   ciclo	
   celular,	
   de	
   tal	
  

manera	
  que	
  la	
  retención	
  de	
  ERK	
  en	
  el	
  citoplasma	
  no	
  afecta	
  ni	
  a	
  su	
  actividad	
  catalítica	
  ni	
  a	
  la	
  

Figura	
  1.21.	
  Estructura	
   del	
   dímero	
   de	
   ERK2.	
  A)	
   Representación	
   del	
   dímero	
   simétrico	
   de	
   ERK	
   con	
   los	
  
sitios	
  activos	
  y	
  el	
  sitio	
  de	
  unión	
  a	
  sustrato	
  accesibles.	
  Se	
  muestran	
  las	
  láminas	
  b	
  en	
  verde,	
  las	
  hélices	
  a	
  en	
  
azul	
  y	
  la	
  región	
  L16	
  y	
  el	
  sitio	
  catalítico	
  en	
  magenta.	
  Los	
  residuos	
  T183	
  y	
  Y185	
  están	
  representados	
  como	
  p-­‐T	
  
y	
  p-­‐Y,	
  en	
  amarillo.	
  B)	
  Representación	
  de	
  la	
  cremallera	
  hidrofóbica	
  formada	
  por	
  los	
  residuos	
  de	
  Leu	
  333,	
  336	
  
y	
  344	
  de	
  cada	
  molécula	
  de	
  ERK.	
  Además	
  del	
  par	
  iónico	
  formado	
  por	
  el	
  residuo	
  H176	
  del	
  lazo	
  de	
  activación	
  
(en	
   rojo)	
   de	
   una	
   molécula,	
   con	
   el	
   residuo	
   E343	
   de	
   la	
   región	
   L16	
   de	
   la	
   otra	
   molécula.	
   Adaptado	
   de	
  
Khokhlatchev	
  et	
  al.,	
  1998.	
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fosforilación	
   de	
   los	
   sustratos	
   citoplasmáticos,	
   pero	
   la	
   transcripción	
   y	
   proliferación	
  

dependiente	
  de	
  ERK	
  se	
  ven	
  bloqueadas	
  (Brunet	
  et	
  al.,	
  1999).	
  

El	
  paso	
  de	
  ERK	
  del	
  citoplasma	
  al	
  núcleo	
  puede	
  darse	
  por	
  dos	
  mecanismos:	
  difusión	
  pasiva,	
  

o	
  por	
  transporte	
  activo	
  asociado	
  a	
  gasto	
  energético	
  y	
  a	
  interacción	
  con	
  el	
  complejo	
  del	
  poro	
  

nuclear	
   (NPC).	
   La	
   proteína	
   ERK	
   carece	
   de	
   secuencia	
   de	
   localización	
   nuclear	
   por	
   lo	
   que	
  

necesita	
  de	
  otros	
  mecanismos	
  para	
  su	
  entrada	
  al	
  núcleo.	
  La	
  difusión	
  pasiva	
  de	
  ERK	
  al	
  núcleo	
  

es	
   dependiente	
   de	
   la	
   interacción	
   de	
   ERK	
   con	
   el	
   motivo	
   FXFG	
   de	
   algunas	
   proteínas	
   del	
  

complejo	
  del	
  poro	
  nuclear,	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  nucleoporinas	
  (Matsubayashi	
  et	
  al.,	
  2001;	
  

Whitehurst	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Pero	
   ERK	
   también	
   puede	
   translocarse	
   al	
   núcleo	
   dependiendo	
   de	
  

gasto	
   energético	
   (proveniente	
   de	
   la	
   GTPasa	
   Ran)	
   mediante	
   la	
   unión	
   a	
   proteínas	
   con	
  

secuencias	
  NLS	
  (Nuclear	
  Localization	
  Sequence)(Terry	
  et	
  al.,	
  2007)	
   (Figura	
  1.22).	
  Algunas	
  de	
  

las	
   proteínas	
   a	
   las	
   que	
   se	
   puede	
   unir	
   ERK	
   para	
   ser	
   translocado	
   al	
   núcleo	
   son:	
   Importina	
   7	
  

(Lorenzen	
  et	
  al.,	
  2001)	
  y	
  Mxi2	
  (Casar	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

En	
  cuanto	
  a	
   la	
   importancia	
  de	
   la	
  dimerización	
  de	
  ERK	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
   translocación	
  al	
  

núcleo,	
  poco	
  se	
  sabe.	
  Por	
  una	
  parte,	
  se	
  ha	
  descrito	
  un	
  papel	
  importante	
  para	
  los	
  dímeros	
  de	
  

ERK	
  en	
  la	
  entrada	
  al	
  núcleo	
  dependiente	
  de	
  gasto	
  energético,	
  ya	
  que	
  proteínas	
  mutantes	
  de	
  

ERK	
   deficientes	
   en	
   dimerización	
   se	
   acumulan	
   en	
   el	
   citoplasma	
   (Khokhlatchev	
   et	
   al.,	
   1998).	
  

Mientras	
  que	
  otros	
  autores	
  sugieren	
  que	
  la	
  entrada	
  de	
  ERK	
  al	
  núcleo	
  es	
  independiente	
  de	
  su	
  

estado	
   de	
   dimerización	
   (Adachi	
   et	
   al.,	
   1999;	
   Burack	
   and	
   Shaw,	
   2005;	
   Lidke	
   et	
   al.,	
   2010).	
  

Nuestro	
   grupo	
   ha	
   descrito	
   que	
   ERK	
   es	
   translocado	
   al	
   núcleo	
   como	
   monómero	
  

principalmente,	
   pero	
   por	
   otra	
   parte	
   también	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   es	
   posible	
   la	
  

dimerización	
   nuclear	
   de	
   ERK	
   después	
   de	
   la	
   estimulación	
  mitogénica,	
   aunque	
   poco	
   se	
   sabe	
  

acerca	
  del	
  papel	
  de	
  los	
  dímeros	
  de	
  ERK	
  en	
  el	
  núcleo,	
  ya	
  que	
  los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  se	
  

unen	
  exclusivamente	
  a	
  monómeros	
  de	
  ERK	
  (Casar	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Una	
  vez	
  en	
  el	
  núcleo,	
  ERK	
  tiene	
  diferentes	
  sustratos	
  nucleares	
  como	
  ciertos	
  factores	
  de	
  

transcripción	
   a	
   los	
   que	
   es	
   capaz	
   de	
   fosforilar,	
   o	
   bien	
   interaccionando	
   con	
   enzimas	
   que	
  

remodelan	
   la	
   estructura	
   de	
   la	
   cromatina.	
   Finalmente,	
   se	
  modifica	
   la	
   expresión	
   génica	
   y	
   se	
  

pueden	
  generar	
  respuestas	
  biológicas	
  diferentes,	
  en	
  función	
  del	
  estímulo	
  y	
  la	
  regulación	
  de	
  

la	
  ruta.	
  La	
  actividad	
  de	
  ERK	
  en	
  el	
  núcleo	
  es	
  regulada	
  por	
  la	
  acción	
  de	
  fosfatasas	
  específicas,	
  

que	
  desfosforilan	
   la	
  proteína	
  permitiendo	
   la	
  asociación	
  de	
  ERK	
  a	
  MEK	
  y	
  su	
   translocación	
  al	
  

citoplasma	
  (Figura	
  1.22).	
  La	
  regulación	
  de	
  las	
  fosfatasas	
  muchas	
  veces	
  es	
  llevada	
  a	
  cabo	
  por	
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la	
  propia	
  actividad	
  de	
  ERK	
  (Volmat	
  and	
  Pouyssegur,	
  2001).	
  La	
  proteína	
  MEK	
  tiene,	
  como	
  ya	
  se	
  

ha	
   indicado,	
   una	
   secuencia	
   de	
   exportación	
   nuclear	
   (NES),	
   impidiendo	
   su	
   retención	
   en	
   el	
  

núcleo,	
   de	
   tal	
  manera	
  que	
   funciona	
   como	
  un	
   transportador	
  de	
   ERK	
  al	
   citoplasma,	
   una	
   vez	
  

que	
   es	
   inactivado	
   (Adachi	
   et	
   al.,	
   2000;	
   Fukuda	
   et	
   al.,	
   1997).	
   La	
   entrada	
   de	
  MEK	
   al	
   núcleo	
  

suele	
  ser	
   independiente	
  de	
  ERK,	
  y	
  puede	
   ir	
  asociada	
  a	
  un	
  mecanismo	
  rápido	
  de	
  transporte	
  

dependiente	
  del	
  estímulo	
  (Jaaro	
  et	
  al.,	
  1997),	
  o	
  por	
  difusión	
  pasiva	
  (Yao	
  et	
  al.,	
  2001).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

La	
  localización	
  celular	
  de	
  ERK	
  es	
  de	
  gran	
  importancia	
  en	
  la	
  especificidad	
  de	
  los	
  sustratos	
  

que	
  va	
  a	
  fosforilar	
  o	
  con	
  los	
  que	
  va	
  a	
  interaccionar.	
  En	
  función	
  de	
  su	
  estado	
  de	
  activación	
  y	
  

de	
  su	
  localización,	
  así	
  como	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  señal	
  nuclear,	
  la	
  reprogramación	
  celular	
  tras	
  la	
  

estimulación	
  mitogénica	
  puede	
  ser	
  diferente.	
  Un	
  ejemplo	
  de	
  la	
  importancia	
  de	
  la	
  localización	
  

de	
  ERK	
  sucede	
  en	
  las	
  células	
  PC12,	
  en	
  las	
  cuales	
  se	
  ha	
  descrito	
  que	
  la	
  translocación	
  de	
  ERK	
  al	
  

núcleo	
  es	
   imprescindible	
  para	
   la	
  diferenciación	
  de	
  estas	
  células,	
  asociado	
  a	
   la	
  estimulación	
  

Figura	
   1.22.	
   Representación	
   de	
   los	
   posibles	
   modelos	
   de	
   translocación	
   de	
   ERK	
   al	
   núcleo.	
   En	
  
condiciones	
  de	
   reposo,	
   ERK	
  es	
   retenido	
  en	
  el	
   citoplasma	
  mediante	
   anclajes	
   citoplasmáticos	
   como	
  es	
   el	
  
caso	
  de	
  MEK.	
  Tras	
  su	
  fosforilación,	
  se	
   libera	
  del	
  anclaje	
  y	
  puede	
  ser	
  capaz	
  de	
  translocarse	
  al	
  núcleo	
  por	
  
difusión	
  pasiva	
  interaccionando	
  con	
  las	
  nucleoporinas	
  del	
  complejo	
  del	
  poro	
  (FXFG).	
  Por	
  otro	
  lado	
  se	
  ha	
  
descrito	
   la	
   posible	
   translocación	
   de	
   ERK	
   al	
   núcleo	
   como	
   dímero,	
   asociado	
   a	
   un	
   gasto	
   energético	
  
dependiente	
  de	
  la	
  GTPasa	
  Ran,	
  aunque	
  la	
  proteína	
  monomérica	
  también	
  podría	
  utilizar	
  este	
  transporte.	
  El	
  
papel	
  de	
  los	
  dímeros	
  en	
  el	
  	
  núcleo	
  está	
  poco	
  claro,	
  aunque	
  la	
  dimerización	
  nuclear	
  es	
  posible.	
  Una	
  vez	
  en	
  
el	
  núcleo,	
  y	
  después	
  de	
  fosforilar	
  los	
  sustratos	
  nucleares,	
  ERK	
  es	
  desfosforilado	
  por	
  fosfatasas	
  específicas,	
  
y	
  entonces	
  tras	
  la	
  interacción	
  con	
  proteínas	
  que	
  portan	
  una	
  secuencia	
  de	
  exportación	
  nuclear,	
  como	
  MEK,	
  
es	
  translocada	
  nuevamente	
  al	
  citoplasma.	
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con	
  NGF	
  que	
  promueve	
  una	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  mantenida	
  en	
  el	
  tiempo	
  (von	
  Kriegsheim	
  et	
  

al.,	
  2009).	
  

	
  

3.4. Sustratos	
  de	
  ERK	
  

Una	
   vez	
   que	
   ERK	
   es	
   fosforilado	
   y	
   activado,	
   es	
   capaz	
   de	
   fosforilar	
   un	
   amplio	
   rango	
   de	
  

proteínas	
   sustrato.	
   Las	
   proteínas	
   sustrato	
   de	
   ERK	
   presentan	
   un	
   motivo	
   de	
   fosforilación	
  

formado	
  por	
  residuos	
  de	
  serina	
  o	
  treonina,	
  con	
  una	
  prolina	
  en	
  posición	
  +1/-­‐1.	
  Es	
  necesaria	
  

una	
  interacción	
  entre	
  el	
  motivo	
  fosfoaceptor	
  y	
  la	
  región	
  catalítica	
  de	
  ERK	
  para	
  la	
  fosforilación	
  

del	
  sustrato.	
  En	
  esta	
  interacción	
  colaboran	
  las	
  regiones	
  de	
  unión,	
  descritas	
  previamente,	
  que	
  

estabilizan	
  dicha	
   interacción:	
  dominio	
  D	
  y	
  dominio	
  DEF	
  por	
  parte	
  del	
  sustrato,	
  y	
  el	
  dominio	
  

CD	
  y	
  dominio	
  DBP	
  por	
  parte	
  de	
  la	
  MAPK.	
  

La	
   especificidad	
   de	
   los	
   sustratos	
   viene	
   determinada,	
   fundamentalmente,	
   por	
   la	
  

localización	
   celular	
   que	
   depende	
   en	
   muchas	
   ocasiones	
   del	
   estado	
   de	
   activación	
   de	
   ERK.	
  

Además,	
  también	
  puede	
  afectar	
  a	
  la	
  especificidad,	
  la	
  presencia	
  de	
  los	
  distintos	
  componentes	
  

de	
  la	
  cascada	
  y	
  proteínas	
  reguladoras	
  en	
  las	
  distintas	
  sublocalizaciones	
  celulares.	
  

	
  

Los	
  sustratos	
  de	
  ERK	
  se	
  pueden	
  dividir	
  en	
  dos	
  grandes	
  grupos:	
  

3.4.1. Sustratos	
  citoplasmáticos	
  	
  

Muchos	
   de	
   los	
   sustratos	
   citoplasmáticos	
   de	
   ERK	
   son	
   a	
   su	
   vez	
   proteínas	
   quinasas,	
   que	
  

pueden	
   ser	
   consideradas	
   un	
   nivel	
  más	
   dentro	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
   señalización,	
   denominado	
  

MAPKAPKs.	
  Este	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  proteínas	
  RSK	
  (Ribosomal	
  S6	
  Kinase)	
  que	
  una	
  vez	
  fosforilada	
  

puede	
   translocarse	
   al	
   núcleo	
   donde	
   regula	
   eventos	
   transcripcionales,	
   MSK	
   (Mitogen	
   and	
  

Stress	
  activated	
  protein	
  Kinase)	
  y	
  MNK	
  (MAPK-­‐interacting	
  protein)	
  (Deak	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Sturgill	
  

et	
  al.,	
  1988;	
  Waskiewicz	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Otro	
  de	
  los	
  sustratos	
  citoplasmáticos	
  es	
  la	
  fosfolipasa	
  

A2	
  citosólica	
  (cPLA2),	
  incrementando	
  su	
  actividad	
  enzimática	
  cuando	
  es	
  fosforilada	
  (Lin	
  et	
  al.,	
  

1993).	
  Además,	
  también	
  puede	
  fosforilar	
  proteínas	
  que	
  forman	
  parte	
  del	
  citoesqueleto	
  como	
  

por	
  ejemplo	
  Tau,	
  MAP-­‐2	
  y	
  paxilina.	
  

A	
  parte	
  de	
  estos	
   sustratos,	
   se	
  han	
  descrito	
  algunos	
   casos	
  donde	
   las	
  proteínas	
  diana	
  de	
  

ERK	
  pertenecen	
  a	
  niveles	
  superiores	
  de	
   la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  de	
  ERK,	
  y	
  muchas	
  veces,	
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estas	
  fosforilaciones	
  forman	
  parte	
  de	
  un	
  mecanismo	
  de	
  regulación	
  por	
  retroinhibición.	
  Este	
  

es	
  el	
  caso	
  de	
  proteínas	
  como	
  el	
  receptor	
  de	
  EGF,	
  Sos,	
  c-­‐Raf	
  y	
  MEK1	
  (Brunet	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Seger	
  

and	
  Krebs,	
  1995).	
  

	
  

3.4.2. Sustratos	
  nucleares	
  

El	
  modo	
   de	
   regulación	
   de	
   la	
   expresión	
   génica	
   por	
   parte	
   de	
   ERK,	
   es	
   dependiente	
   de	
   la	
  

fosforilación	
  de	
  factores	
  de	
  transcripción,	
  o	
  bien,	
  mediante	
   la	
  activación	
  de	
  otras	
  proteínas	
  

(RSKs	
  o	
  MNKs)	
  que	
  pueden	
  modular	
   la	
   transcripción.	
  Alguno	
  de	
   los	
   sustratos	
  nucleares	
  de	
  

ERK	
   son:	
   los	
   factores	
   de	
   transcripción	
   de	
   la	
   familia	
   AP-­‐1	
   (Activating	
   Protein-­‐1)	
   como	
   c-­‐Fos	
  

(Chen	
   et	
   al.,	
   1996)	
   y	
   c-­‐Jun	
   (Morton	
   et	
   al.,	
   2003).	
   También	
   puede	
   fosforilar	
   factores	
   de	
  

transcripción	
  como	
  c-­‐myc	
  (Murphy	
  et	
  al.,	
  2004)	
  y	
  Elk-­‐1	
  (Davis,	
  1995)	
  aunque	
  este	
  factor	
  de	
  

transcripción	
  también	
  puede	
  ser	
  activado	
  por	
  JNK	
  y	
  p38.	
  	
  

Dentro	
  de	
  un	
  mismo	
  modelo	
  celular,	
  la	
  inducción	
  de	
  factores	
  de	
  transcripción	
  puede	
  ser	
  

específica	
   en	
   función	
   del	
   estímulo.	
   Así	
   en	
   las	
   células	
  MCF7,	
   los	
   ligandos	
   de	
   los	
   receptores	
  

ErbB,	
   como	
   EGF	
   o	
   HRG,	
   pueden	
   dar	
   patrones	
   de	
   expresión	
   específicos	
   de	
   ligando,	
   dando	
  

muestra	
  de	
  la	
  gran	
  diversidad	
  en	
  la	
  señalización	
  que	
  desencadenan	
  y	
  pudiendo	
  ser	
  la	
  causa	
  

de	
  las	
  diferentes	
  respuestas	
  biológicas	
  generadas	
  (Amin	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Nagashima	
  et	
  al.,	
  2007;	
  

Sweeney	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Sin	
  embargo,	
  en	
  otros	
  estudios	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  algunos	
  factores	
  

de	
  transcripción	
  son	
  inducidos	
  de	
  manera	
  redundante	
  aunque	
  con	
  diferencias	
  en	
  los	
  niveles	
  

de	
  expresión	
  (Fambrough	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Nagashima	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

Se	
  podría	
  incluir	
  dentro	
  de	
  este	
  grupo	
  de	
  sustratos	
  la	
  interacción	
  directa	
  de	
  las	
  proteínas	
  

ERKs	
  con	
  el	
  DNA,	
  funcionando	
  como	
  un	
  factor	
  de	
  transcripción	
  (Hu	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

	
  

3.5. Regulación	
  espacio-­‐temporal	
  y	
  determinación	
  de	
  la	
  especificidad	
  de	
  la	
  señal	
  

A	
  pesar	
  de	
  que	
  la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  de	
  ERK	
  es	
  una	
  ruta	
  de	
  señalización	
  lineal,	
  está	
  

implicada	
   en	
   una	
   gran	
   variedad	
   de	
   respuestas	
   biológicas	
   y	
   en	
   la	
   regulación	
   de	
   muchos	
  

procesos	
   celulares,	
   ante	
   diversos	
   estímulos	
   extracelulares.	
   Una	
   de	
   las	
   preguntas	
   que	
  

mantienen	
   a	
   muchos	
   grupos	
   de	
   investigación	
   ocupados	
   es	
   qué	
   es	
   lo	
   que	
   determina	
   la	
  

especificidad	
  de	
  las	
  señales	
  de	
  ERK.	
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Numerosos	
  ejemplos	
  dan	
  cuenta	
  de	
  la	
  gran	
  variabilidad	
  funcional	
  de	
  la	
  proteína	
  quinasa	
  

ERK.	
  Incluso	
  dentro	
  del	
  mismo	
  modelo	
  celular,	
  la	
  misma	
  ruta	
  de	
  señalización	
  puede	
  generar	
  

respuestas	
  muy	
  distintas	
  en	
  función	
  del	
  estímulo	
  recibido	
  o	
   incluso	
  de	
   la	
  concentración	
  del	
  

mismo	
  estímulo.	
   

Uno	
   de	
   los	
   aspectos	
   a	
   tener	
   en	
   cuenta,	
   es	
   que	
   la	
   cascada	
   de	
   ERK	
   no	
   funciona	
  

independientemente,	
   sino	
   que	
   forma	
   parte	
   de	
   una	
   red	
   de	
   señalización	
  multidimensional	
  

junto	
   a	
   otras	
   rutas	
   de	
   transducción	
   de	
   señales	
   y	
   otros	
   componentes	
   celulares.	
   De	
   hecho,	
  

determinados	
   sustratos	
   pueden	
   ser	
   activados	
   por	
   todas	
   las	
  MAPKs	
   conocidas	
   (p38,	
   JNK…)	
  

como	
   es	
   el	
   caso	
   de	
   el	
   factor	
   de	
   transcripción	
   Elk-­‐1	
   (Cavigelli	
   et	
   al.,	
   1995),	
   incluso	
   algún	
  

sustrato	
  debe	
  ser	
  activado	
  simultáneamente	
  tanto	
  por	
  ERK	
  como	
  por	
  p38,	
  éste	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  

PLA2	
   en	
   neutrófilos	
   humanos	
   (Hazan-­‐Halevy	
   and	
   Levy,	
   2000).	
   Por	
   otra	
   parte,	
   otras	
   rutas	
  

pueden	
  fosforilar	
  componentes	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  de	
  Ras-­‐ERK,	
  por	
  ejemplo	
  la	
  ruta	
  

Rac1-­‐PAK1	
   puede	
   desencadenar	
   una	
   fosforilación	
   de	
  MEK1,	
   sin	
   inducir	
   su	
   activación	
   pero	
  

favoreciendo	
  su	
  interacción	
  con	
  ERK1/2	
  (Frost	
  et	
  al.,	
  1997).	
  En	
  muchos	
  casos	
  la	
  activación	
  de	
  

los	
  receptores	
  ErbB,	
  citados	
  anteriormente,	
  va	
  acompañada	
  a	
  por	
  la	
  activación	
  de	
  otras	
  vías	
  

de	
  señalización	
  como	
  Shc-­‐ERK	
  o	
  PI3K-­‐Akt.	
  Además,	
  estas	
  vías	
  frecuentemente	
  interaccionan	
  

entre	
  sí	
  de	
  manera	
  positiva	
  o	
  negativa	
  dando	
  lugar	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  diferentes	
  factores	
  de	
  

transcripción	
   en	
   función	
   del	
   receptor	
   desencadenante	
   de	
   la	
   señal	
   (Moelling	
   et	
   al.,	
   2002;	
  

Mograbi	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Recientemente,	
  se	
  ha	
  descrito	
  en	
  células	
  humanas	
  de	
  tumor	
  de	
  mama	
  

(MCF-­‐7	
   y	
   T47D),	
   una	
   interconexión	
   entre	
   las	
   rutas	
   Ras/MAPK	
   y	
   PI3K/Akt,	
   que	
   hacen	
   a	
   las	
  

células	
   T47D	
   (con	
   mutación	
   activadora	
   en	
   PI3K)	
   resistentes	
   a	
   los	
   inhibidores	
   de	
   MEK,	
  

presentando	
   niveles	
   altos	
   de	
   ERK	
   activo,	
   y	
   por	
   lo	
   tanto	
   un	
   crecimiento	
   descontrolado.	
  

Posiblemente	
  alguna	
  proteína	
  quinasa,	
  por	
  debajo	
  de	
  Akt,	
  es	
  responsable	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  

ERK,	
  independientemente	
  del	
  estado	
  de	
  activación	
  de	
  MEK	
  (Aksamitiene	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Otro	
  mecanismo	
  que	
  participa	
  en	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  especificidad	
  de	
  la	
  señal	
  de	
  ERK	
  

es	
   la	
   compartimentalización	
   de	
   la	
   misma,	
   mediada	
   básicamente	
   por	
   la	
   presencia	
   de	
  

proteínas	
   de	
   andamiaje	
   o	
   scaffold.	
   Estas	
   proteínas	
   permiten	
   el	
   ensamblaje	
   de	
   los	
  

componentes	
   de	
   la	
   cascada,	
   en	
   sitios	
   subcelulares	
   concretos,	
   facilitando	
   la	
   propagación	
  

eficiente	
   de	
   la	
   señal	
   y	
  modulando	
   la	
   cinética	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   las	
  MAPKs.	
   Las	
   proteínas	
  

scaffold	
   presentan	
   una	
   localización	
   determinada	
   (Figura	
   1.23)	
   y	
   ensamblan	
   módulos	
   de	
  

señalización	
   sobre	
   sustratos	
   específicos,	
   pudiendo	
   influir	
   en	
   la	
   intensidad	
   y	
   duración	
   de	
   la	
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señal	
   (Brown	
   and	
   Sacks,	
   2009;	
   Casar	
   et	
   al.,	
   2009;	
   Kolch,	
   2005;	
  Morrison	
   and	
   Davis,	
   2003;	
  

Ramos,	
   2008).	
   El	
   mecanismo	
   de	
   regulación	
   mediado	
   por	
   proteínas	
   scaffold	
   está	
   muy	
  

conservado	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  la	
  evolución,	
  siendo	
  Ste5	
  la	
  primera	
  proteína	
  identificada	
  con	
  esta	
  

función	
  en	
   levaduras	
   (Choi	
   et	
   al.,	
   1994).	
   En	
  mamíferos,	
   se	
  han	
   identificado	
  al	
  menos	
   trece	
  

proteínas	
  scaffold	
  para	
  ERK	
  (Kolch,	
  2005),	
  entre	
  las	
  que	
  destacan:	
  	
  

• KSR	
   (Kinase	
   supressor	
   of	
   Ras),	
   por	
   su	
   alto	
   grado	
   de	
   similitud	
   con	
   c-­‐Raf,	
   en	
   un	
  

principio	
  se	
  pensó	
  que	
  se	
  trataba	
  de	
  una	
  quinasa,	
  pero	
  dicha	
  actividad	
  quinasa	
  no	
  está	
  clara	
  

todavía,	
  demostrándose	
  posteriormente	
  su	
  función	
  como	
  proteína	
  scaffold	
  (Morrison,	
  2001).	
  

Se	
  une	
  a	
  MEK	
  de	
  forma	
  constitutiva	
  y	
  a	
  Raf	
  y	
  ERK	
  de	
  forma	
  dependiente	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  

Ras	
  (Cacace	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Denouel-­‐Galy	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Therrien	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Su	
  sobreexpresión	
  

afecta	
  a	
  la	
  señalización	
  de	
  ERK,	
  así	
  en	
  células	
  PC12	
  mantiene	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK,	
  llevando	
  

a	
  las	
  células	
  a	
  un	
  estado	
  de	
  diferenciación	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  (Müller	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Es	
  

importante	
   también	
   su	
   papel	
   como	
   plataforma	
   de	
   dimerización	
   de	
   ERK,	
   que	
   permite	
   la	
  

fosforilación	
  de	
  sustratos	
  citosólicos	
  (Casar	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

• Sef	
  (Similar	
  expression	
  of	
  FGF	
  protein),	
  se	
  une	
  a	
  formas	
  activas	
  de	
  MEK,	
  bloqueando	
  

la	
   disociación	
   del	
   complejo	
   MEK-­‐ERK,	
   de	
   tal	
   manera	
   que	
   retiene	
   a	
   ERK	
   en	
   el	
   citoplasma	
  

(asociado	
  al	
  aparato	
  de	
  Golgi)	
  sin	
  afectar	
  a	
  su	
  actividad	
  (Torii	
  et	
  al.,	
  2004).	
  La	
  retención	
  de	
  

ERK	
  en	
  el	
   citoplasma	
   inhibe	
   la	
  diferenciación	
  de	
   células	
  PC12	
   tras	
   la	
  estimulación	
  con	
  NGF	
  

(Xiong	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

• Paxilina,	
  localizada	
  en	
  adhesiones	
  focales,	
  asociada	
  a	
  Raf	
  y	
  a	
  ERK	
  tras	
  la	
  estimulación	
  

con	
  HGF	
   (Hepatocyte	
  Growth	
  Factor),	
  y	
  a	
  MEK	
  de	
  manera	
  constitutiva	
   (Ishibe	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

Tras	
  la	
  estimulación,	
  ERK	
  fosforila	
  a	
  la	
  paxilina	
  permitiendo	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  

FAK	
  (proteína	
  tirosina	
  quinasa)	
  y	
  Rac	
  (GTPasa)	
  en	
  las	
  adhesiones	
  focales	
  (Ishibe	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

• IQGAP	
  (Ras	
  GTPase-­‐activating-­‐like	
  protein),	
  que	
  a	
  pesar	
  de	
  tener	
  gran	
  homología	
  con	
  

proteínas	
   activadoras	
   de	
  GTPasa	
   (GAP),	
   la	
   proteína	
   IQGAP	
   no	
   presenta	
   dicha	
   actividad.	
   Se	
  

trata	
  de	
  una	
  familia	
  formada	
  por	
  tres	
  miembros:	
  IQGAP1,	
  IQGAP2	
  y	
  IQGAP3,	
  siendo	
  IQGAP1	
  

la	
   más	
   estudiada,	
   con	
   funciones	
   relacionadas	
   con	
   la	
   regulación	
   del	
   citoesqueleto	
   y	
   con	
  

señalización	
   celular	
   (Brandt	
   and	
   Grosse,	
   2007;	
   Briggs	
   and	
   Sacks,	
   2003;	
   Brown	
   and	
   Sacks,	
  

2006).	
   IQGAP1	
  tiene	
  una	
  distribución	
  citoplasmática	
  y	
  participa	
  en	
  la	
  modulación	
  de	
  la	
  ruta	
  

Ras-­‐ERK	
  uniéndose	
  directamente	
  a	
  B-­‐Raf,	
  MEK1	
  y	
  ERK	
  (Ren	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Roy	
  et	
  al.,	
  2004)	
  tras	
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la	
   estimulación	
   con	
   EGF,	
   promoviendo	
   la	
   proliferación	
   celular	
   (Roy	
   et	
   al.,	
   2005;	
  Ussar	
   and	
  

Voss,	
  2004).	
  

• MP1	
   (MEK	
  partner	
   1),	
   se	
  une	
  a	
  MEK1	
   y	
   a	
   ERK1	
  potenciando	
   la	
   activación	
  de	
  ERK1	
  

cuando	
  MP1	
  es	
  sobreexpresada.	
  Es	
  una	
  proteína	
  que	
  se	
  asocia	
  a	
  la	
  proteína	
  p14	
  (Wunderlich	
  

et	
   al.,	
   2001),	
   que	
   está	
   asociada	
   a	
   endosomas	
   tardíos,	
   por	
   lo	
   que	
   MP1	
   	
   puede	
   regular	
  

espacialmente	
   la	
  señalización	
  de	
  ERK.	
  Además,	
  regula	
  tanto	
   la	
   intensidad	
  como	
  la	
  duración	
  

de	
   la	
   activación	
   de	
   ERK,	
   siendo	
   ambas	
   magnitudes	
   disminuidas	
   cuando	
   se	
   pierde	
   la	
  

localización	
  de	
  MP1-­‐p14	
  (Kolch,	
  2005;	
  Teis	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

• β-­‐arrestina,	
  existen	
  dos	
  isoformas:	
  β-­‐arrestina1	
  y	
  β-­‐arrestina2,	
  ambas	
  implicadas	
  en	
  

la	
   señalización	
   a	
   través	
   de	
   GPCRs,	
   bloqueando	
   la	
   asociación	
   de	
   un	
   GPCR	
   a	
   su	
   proteína	
   G	
  

(Lefkowitz	
  and	
  Shenoy,	
  2005;	
  Moore	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Tras	
  la	
  estimulación	
  del	
  receptor	
  GPCR	
  se	
  

forman	
  complejos	
  que	
  comprenden	
  la	
  β-­‐arrestina	
  y	
  distintos	
  componentes	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  ERK.	
  

Como	
   consecuencia,	
   se	
   obtienen	
   cinéticas	
   de	
   activación	
   de	
   ERK	
   más	
   mantenidas	
   en	
   el	
  

tiempo,	
  localizando	
  a	
  ERK	
  en	
  endosomas	
  tempranos	
  (Ahn	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Tohgo	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   1.23.	
   Representación	
   de	
   alguna	
   de	
   las	
   proteínas	
   scaffold	
   implicadas	
   en	
   la	
   señalización	
  
mediada	
  por	
   la	
   ruta	
  Ras-­‐ERK.	
   Se	
  muestra	
   la	
   señalización	
  desde	
   la	
  membrana	
  plasmática,	
   tanto	
  desde	
  
receptores	
   RTKs	
   como	
   GPCRs.	
   La	
   proteína	
   KSR	
   vincula	
   la	
   señalización	
   desde	
   ambos	
   receptores	
  
dirigiéndolo	
  hacia	
  los	
  diferentes	
  módulos	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  ERK.	
  La	
  proteína	
  MORG	
  está	
  específicamente	
  
relacionada	
  con	
  la	
  señalización	
  desde	
  GPCRs.	
  El	
  complejo	
  MP1-­‐p14	
  puede	
  interaccionar	
  tanto	
  con	
  MORG1	
  
como	
   con	
   el	
   receptor	
   RTK	
   dirigiendo	
   la	
   señal	
   al	
  módulo	
  MEK-­‐ERK.	
   Las	
   proteínas	
   paxilina	
   y	
   β-­‐arrestina	
  
están	
  involucradas	
  en	
  la	
  señalización	
  desde	
  diferentes	
  compartimentos	
  celulares.	
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En	
  trabajos	
  	
  previos	
  en	
  nuestro	
  laboratorio,	
  se	
  demostró	
  la	
  gran	
  importancia	
  que	
  tienen	
  

estas	
  plataformas	
  de	
  señalización	
  en	
  la	
  especificidad	
  de	
  los	
  sustratos	
  de	
  ERK1/2.	
  Así,	
  tras	
  la	
  

estimulación	
  de	
  células	
  con	
  EGF	
  se	
  observó	
  que	
  PLA2	
  era	
  regulado	
  desde	
  balsas	
  lipídicas	
  con	
  

la	
  participación	
  de	
  KSR1	
  y	
  desde	
  el	
  retículo	
  plasmático	
  con	
  la	
  participación	
  de	
  Sef,	
  mientras	
  

que	
  desde	
  balsas	
  lipídicas	
  también	
  se	
  activaba	
  EGFR,	
  pero	
  regulado	
  por	
  IQGAP1	
  (Casar	
  et	
  al.,	
  

2009).	
  	
  

Además,	
   la	
   presencia	
   de	
   distintas	
   tipos	
   de	
   quinasas	
   en	
   cada	
   nivel	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
  

señalización	
   supone	
   otro	
  mecanismo	
   de	
   regulación	
   de	
   la	
   especificidad	
   de	
   la	
   señal,	
   ya	
   que	
  

cada	
  una	
  de	
  las	
  distintas	
  quinasas,	
  dentro	
  de	
  cada	
  nivel,	
  puede	
  ser	
  activada	
  bajo	
  diferentes	
  

condiciones,	
  y	
  puede	
  estar	
  sometida	
  a	
  distintos	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  (Figura	
  1.24).	
  Un	
  

claro	
  ejemplo	
  lo	
  encontramos	
  en	
  el	
  nivel	
  de	
  MAP3K	
  de	
  la	
  ruta,	
  en	
  el	
  que	
  pueden	
  participar	
  A-­‐

Raf,	
  B-­‐Raf,	
  Raf-­‐1,	
  c-­‐Mos,	
  TPL2,	
  MEKK1	
  o	
  PAK	
  (Rubinfeld	
  and	
  Seger,	
  2005)	
  en	
   función	
  de	
   las	
  

condiciones	
   en	
   las	
   que	
   se	
   encuentra	
   la	
   célula.	
   Incluso	
   podemos	
   encontrar	
   variabilidad	
   de	
  

isoformas	
  a	
  nivel	
   de	
   los	
   sustratos	
  de	
  ERK,	
   como	
  es	
  el	
   caso	
  de	
  RSK.	
   Finalmente,	
   se	
  pueden	
  

encontrar	
  un	
  amplio	
  rango	
  de	
  proteínas	
  sustrato,	
  susceptibles	
  de	
  fosforilación	
  por	
  ERK,	
  con	
  

diferentes	
  funciones	
  biológicas	
  (Bodart,	
  2010).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura	
  1.24.	
  Esquema	
  simplificado	
  de	
   los	
  diferentes	
  niveles	
  de	
   la	
   cascada	
  de	
  señalización	
  de	
  Ras-­‐
ERK.	
  Para	
  cada	
  nivel	
  de	
  señalización	
  pueden	
  existir	
  varias	
  isoformas,	
  con	
  sus	
  respectivos	
  mecanismos	
  
de	
  regulación.	
  Incluso	
  a	
  nivel	
  de	
  los	
  sustratos	
  existe	
  una	
  gran	
  variabilidad,	
  con	
  más	
  de	
  160	
  proteínas	
  
susceptibles	
  de	
  ser	
  fosforiladas	
  por	
  ERK.	
  Los	
  sustratos	
  se	
  representan	
  agrupados	
  por	
  función	
  biológica,	
  
indicando	
  entre	
  paréntesis	
  el	
  número	
  de	
  proteínas	
  identificadas	
  en	
  cada	
  grupo.	
  Adaptado	
  de	
  Bodart,	
  
2010.	
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Todos	
  estos	
  mecanismos,	
  de	
  una	
  forma	
  u	
  otra,	
  influyen	
  en	
  la	
  duración	
  y	
  la	
  intensidad	
  de	
  

la	
  señal	
  pudiendo	
  determinar	
  la	
  variabilidad	
  de	
  los	
  procesos	
  mediados	
  por	
  ERK.	
  

Un	
  claro	
  ejemplo	
  de	
  cómo	
  dos	
  estímulos	
  diferentes	
  dan	
  lugar	
  a	
  dos	
  respuestas	
  celulares	
  

distintas,	
  utilizando	
  la	
  misma	
  ruta	
  de	
  señalización,	
  sucede	
  en	
  las	
  células	
  de	
  feocromocitoma	
  

de	
   rata,	
  PC12,	
  en	
   las	
  cuales	
   la	
  estimulación	
  con	
  NGF	
   (Nerve	
  Growth	
  Factor)	
  da	
   lugar	
  a	
  una	
  

activación	
  sostenida	
  de	
  ERK,	
  lo	
  que	
  lleva	
  a	
  las	
  células	
  a	
  la	
  diferenciación	
  a	
  neuronas.	
  Por	
  otra	
  

parte,	
  cuando	
  las	
  células	
  son	
  estimuladas	
  con	
  EGF	
  (Epidermal	
  Growth	
  Factor)	
  la	
  activación	
  de	
  

ERK	
  es	
  transitoria	
  y	
  las	
  células	
  sufren	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  proliferación	
  (Marshall,	
  1995;	
  Nguyen	
  

et	
  al.,	
  1993;	
  Peraldi	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Parece	
  evidente	
  que	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  señal	
  de	
  ERK	
  en	
  este	
  

modelo	
  celular	
  es	
  determinante	
  en	
  la	
  respuesta	
  biológica.	
  

En	
   las	
   células	
   PC12,	
   cuando	
   se	
   expresa	
   de	
   manera	
   exógena	
   el	
   receptor	
   de	
   EGF,	
   y	
   se	
  

consigue	
  mantener	
   la	
   actividad	
   de	
   ERK,	
   se	
   observa	
   diferenciación	
   celular	
   a	
   pesar	
   de	
   estar	
  

bajo	
   estimulación	
   con	
   EGF.	
   Esto	
   demuestra	
   la	
   importancia	
   de	
   la	
   duración	
   de	
   la	
   señal	
  

generada	
  por	
  diferentes	
  estímulos	
  (Traverse	
  et	
  al.,	
  1994).	
  

Hoy	
  en	
  día	
  se	
  sabe,	
  que	
  la	
  sostenibilidad	
  de	
  la	
  señal	
  por	
  parte	
  de	
  NGF,	
  en	
  células	
  PC12,	
  es	
  

dependiente	
   también	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   Rap-­‐1	
  

(además	
   de	
   Ras-­‐Raf1)	
   que	
   induce	
   la	
   activación	
   de	
  

B-­‐Raf	
   permitiendo	
   una	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   más	
  

sostenida.	
  La	
  activación	
  de	
  ERK	
  tras	
  la	
  estimulación	
  

con	
   EGF	
   es	
   dependiente	
   únicamente	
   de	
   la	
  

activación	
  de	
  Ras	
   (Grewal	
  et	
  al.,	
  1999;	
  York	
  et	
  al.,	
  

1998)	
  y	
  por	
  ello	
  más	
  corta	
  de	
  duración.	
  Además,	
  el	
  

NGF	
   permite	
   la	
   disociación	
   de	
   proteínas	
   RasGAP	
  

(NF1)	
  de	
  complejos	
  Ras-­‐ERK,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  se	
  

produce	
   la	
   activación	
  de	
  Ras	
   y	
   ERK	
  más	
   sostenida	
  

en	
  el	
  tiempo	
  (von	
  Kriegsheim	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

	
  

	
  

Figura	
   1.25.	
   Interpretación	
   molecular	
   de	
   la	
   duración	
   de	
   la	
   señal	
   de	
   ERK.	
   Los	
   estímulos	
  
extracelulares	
   causan	
   activación	
   de	
   ERK,	
   resultando	
   en	
   una	
   inducción	
   transcripcional	
   de	
   genes	
   de	
  
respuesta	
  inmediata,	
  tras	
  la	
  unión	
  o	
  fosforilación	
  de	
  ciertos	
  factores	
  de	
  transcripción	
  (FT).	
  La	
  duración	
  
de	
   la	
   señal	
   de	
   ERK	
   es	
   interpretada	
   por	
   los	
   productos	
   de	
   la	
   expresión	
   temprana	
   de	
   genes,	
   que	
  
contienen	
  dominios	
  DEF	
  de	
  unión	
  a	
  ERK.	
  De	
  tal	
  manera	
  que	
  en	
  la	
  segunda	
  fase	
  de	
  activación,	
  si	
  ésta	
  es	
  
mantenida	
  se	
  produce	
  una	
  fosforilación	
  (y	
  a	
  consecuencia	
  estabilización	
  en	
  muchos	
  casos),	
  mientras	
  
que	
  si	
  es	
  transitoria	
  los	
  productos	
  de	
  expresión	
  temprana	
  pueden	
  ser	
  degradados.	
  De	
  esta	
  manera	
  la	
  
duración	
  de	
  la	
  señal	
  de	
  ERK	
  podría	
  alterar	
  la	
  actividad	
  biológica	
  de	
  la	
  célula.	
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Esto	
   supone	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   y	
   su	
   entrada	
   en	
   el	
   núcleo,	
   desencadenando	
   una	
  

respuesta	
  transcripcional,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  se	
  activa	
  el	
  factor	
  de	
  transcripción	
  Elk1	
  (Marais	
  

et	
   al.,	
   1993)	
   por	
   interacción	
   (Sharrocks	
   et	
   al.,	
   2000a)	
   y	
   se	
   induce	
   la	
   expresión	
   de	
   genes	
  

tempranos,	
   como	
   c-­‐Fos,	
   y	
   posteriormente	
   de	
   genes	
   tardíos,	
   como	
   la	
   ciclina	
   D.	
   Se	
   ha	
  

demostrado	
  que	
  c-­‐Fos	
  está	
  muy	
  implicado	
  en	
  los	
  procesos	
  de	
  proliferación	
  y	
  diferenciación	
  

(Eferl	
  and	
  Wagner,	
  2003).	
  Cinéticas	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  sostenidas	
  permiten	
  la	
  fosforilación	
  

y	
  estabilización	
  de	
  c-­‐Fos,	
  mientras	
  que	
  las	
  cinéticas	
  más	
  transitorias	
  únicamente	
  permiten	
  su	
  

expresión	
  (Figura	
  1.25).	
  	
  

Parece	
  ser	
  	
  que	
  la	
  estabilización	
  de	
  otras	
  proteínas	
  como	
  c-­‐myc	
  o	
  Fra1	
  también	
  dependen	
  

de	
   la	
   cinética	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   (Murphy	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Así,	
   en	
   función	
   del	
   tipo	
   de	
  

cinética	
   de	
   activación	
   de	
   ERK	
   que	
   el	
   estímulo	
   desencadene,	
   la	
   respuesta	
   biológica	
   que	
   se	
  

desarrolla	
  puede	
  ser	
  diferente	
  (Torii	
  et	
  al.,	
  2006).	
  	
  

Por	
   último,	
   cabe	
   destacar	
   la	
   importancia	
   de	
   la	
   localización	
   de	
   los	
   componentes	
   de	
   la	
  

cascada	
  de	
  ERK1/2	
  en	
  compartimentos	
  específicos	
  de	
   la	
  célula,	
  y	
  como	
  pueden	
  cambiar	
  su	
  

localización	
  después	
  de	
  una	
  determinada	
  estimulación.	
  Cuando	
  las	
  células	
  están	
  en	
  reposo,	
  

los	
   componentes	
   de	
   la	
   ruta	
   se	
   localizan	
   en	
   el	
   citoplasma	
   principalmente,	
   debido	
   a	
   la	
  

interacción	
  con	
  las	
  proteínas	
  scaffold	
  o	
  de	
  anclaje	
  (Chuderland	
  and	
  Seger,	
  2005).	
  Al	
  recibir	
  un	
  

estímulo,	
  las	
  proteínas	
  Raf	
  son	
  reclutadas	
  a	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  otras	
  endomembranas	
  

tras	
   la	
   activación	
   de	
   Ras.	
   Tanto	
   MEK1/2,	
   ERK1/2	
   y	
   RSKs	
   son	
   liberados,	
   en	
   parte,	
   de	
   sus	
  

anclajes	
  citoplasmáticos	
  y	
  así,	
  la	
  mayor	
  parte	
  de	
  ERK1/2,	
  MEK1/2	
  y	
  Raf	
  pueden	
  migrar	
  a	
  otros	
  

orgánulos	
  celulares	
  o	
  puede	
  translocarse	
  al	
  núcleo	
  (Yao	
  and	
  Seger,	
  2009).	
  En	
  la	
   localización	
  

citoplasmática	
   de	
   ERK1/2,	
   tras	
   la	
   estimulación,	
   participan	
   de	
   distinta	
   manera	
   algunas	
  

proteínas	
  scaffold	
  como	
  MP1	
  (que	
  dirige	
  a	
  ERK1	
  a	
  endosomas)	
  (Wunderlich	
  et	
  al.,	
  2001)	
  o	
  Sef	
  

(que	
   lo	
  dirige	
   a	
  Golgi)	
   (Torii	
   et	
   al.,	
   2004),	
   así	
   como	
  elementos	
  del	
   citoesqueleto,	
   pudiendo	
  

interaccionar	
   entonces	
   con	
   sustratos	
   específicos	
   de	
   dichas	
   localizaciones	
   subcelulares.	
   Por	
  

otra	
   parte,	
   una	
   vez	
   ERK	
   es	
   liberado	
   de	
   sus	
   anclajes	
   es	
   capaz	
   de	
   regular	
   algunas	
   procesos	
  

como	
   la	
   transcripción	
   en	
   el	
   núcleo	
   o	
   en	
   la	
   mitocondria	
   (Galli	
   et	
   al.,	
   2009;	
   Mebratu	
   and	
  

Tesfaigzi,	
  2009)	
  así	
  como	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  fragmentación	
  del	
  Aparato	
  de	
  Golgi	
  (Shaul	
  and	
  

Seger,	
  2006).	
  

No	
  sólo	
  la	
  localización	
  de	
  ERK	
  es	
  importante,	
  sino	
  que	
  otros	
  componentes	
  de	
  la	
  cascada	
  

juegan	
  un	
  papel	
  fundamental	
  en	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  especificidad	
  de	
  la	
  señal,	
  en	
  función	
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de	
  su	
  localización	
  subcelular.	
  Es	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  proteínas	
  Ras,	
  que	
  pueden	
  presentar	
  diferente	
  

localización,	
   y	
   pueden	
   desencadenar	
   respuestas	
   biológicas	
   distintas	
   según	
   su	
   sitio	
   de	
  

activación.	
   De	
   hecho,	
   la	
   compartimentación	
   de	
   la	
   señalización	
   está	
   conservada	
   en	
   la	
  

evolución	
   tal	
   y	
   como	
   se	
   ha	
   comprobado	
   en	
   levaduras.	
   En	
   este	
   caso,	
   desde	
   la	
   superficie	
  

celular	
   Ras	
   regula	
   el	
   apareamiento,	
   mientras	
   que	
   desde	
   endomembranas	
   Ras	
   está	
  

controlando	
   la	
   morfología	
   (Onken	
   et	
   al.,	
   2006).	
   En	
   eucariotas	
   se	
   han	
   descrito	
   diferentes	
  

cinéticas	
   de	
   activación	
   de	
   Ras	
   en	
   función	
   de	
   la	
   localización,	
   de	
   tal	
   manera	
   que	
   la	
   señal	
  

generada	
  es	
  muy	
  rápida	
  y	
  transitoria	
  desde	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  mientras	
  que	
  si	
  la	
  señal	
  

parte	
   de	
   endomembranas	
   es	
   más	
   lenta	
   y	
   sostenida	
   en	
   el	
   tiempo.	
   (Chiu	
   et	
   al.,	
   2002b;	
  

Eungdamrong	
  and	
  Iyengar,	
  2007).	
  Existen	
  también	
  diferencias	
  en	
  cuanto	
  a	
  la	
  determinación	
  

de	
   una	
   respuesta	
   en	
   función	
   del	
   sitio	
   de	
   activación	
   de	
   Ras,	
   tal	
   y	
   como	
   se	
   comprobó	
   en	
  

fibroblastos	
   murinos,	
   con	
   construcciones	
   plasmídicas	
   que	
   dirigen	
   Ras	
   a	
   cada	
   una	
   de	
   las	
  

localizaciones	
  subcelulares	
  analizadas.	
  En	
  este	
  modelo	
   la	
  señalización	
  de	
  Ras	
  desde	
  retículo	
  

endoplasmático	
   regula	
   positivamente	
   la	
   proliferación,	
   transformación	
   y	
   supervivencia,	
  

mientras	
  que	
  la	
  señalización	
  desde	
  mitocondria	
  estimula	
  la	
  entrada	
  en	
  apoptosis	
  (Bivona	
  et	
  

al.,	
   2006;	
   Matallanas	
   et	
   al.,	
   2006)	
   posiblemente	
   debido	
   a	
   la	
   disponibilidad	
   de	
   distintos	
  

efectores	
  desde	
  cada	
  sitio	
  celular.	
  También	
  se	
  ha	
  descrito	
  de	
  la	
  capacidad	
  de	
  Ras	
  de	
  inducir	
  

senescencia	
  en	
  fibroblastos	
  embrionarios	
  de	
  ratón	
  (MEFs)	
  cuando	
  la	
  señal	
  es	
  dirigida	
  desde	
  

balsas	
   lipídicas	
   con	
   la	
   participación	
   de	
   la	
   proteína	
   scaffold	
   KSR1,	
   y	
   no	
   desde	
   membrana	
  

desordenada	
  (Casar	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

En	
   resumen,	
   una	
   misma	
   ruta	
   de	
   señalización	
   puede	
   dar	
   lugar	
   a	
   diferentes	
   respuestas	
  

biológicas	
   cuando	
   es	
   activada	
   por	
   distintos	
   estímulos.	
   Son	
   varios	
   los	
   mecanismos	
   de	
  

regulación	
   que	
   participan	
   en	
   la	
   determinación	
   de	
   la	
   especificidad,	
   y	
   parece	
   evidente	
   la	
  

importancia	
   que	
   tiene	
   la	
   regulación	
   espacio-­‐temporal	
   de	
   la	
   señal	
   en	
   un	
   proceso	
   biológico	
  

(Figura	
  1.26).	
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Figura	
   1.26.	
   Esquema	
   simplificado	
   de	
   una	
   célula	
   sometida	
   a	
   dos	
   estímulos	
   diferentes.	
   Se	
  
representa	
  la	
  estimulación	
  de	
  una	
  célula	
  por	
  EGF	
  (azul)	
  y	
  HRG	
  (morado)	
  uniéndose	
  a	
  sus	
  receptores	
  
específicos	
  y	
  desencadenando	
  una	
  cascada	
  de	
  señalización	
  que	
  comprende	
  la	
  activación	
  de	
  Ras,	
  Raf,	
  
MEK	
  y	
  ERK	
  de	
  manera	
  consecutiva.	
  Una	
  vez	
  ERK	
  está	
  activo	
  puede	
  entrar	
  al	
  núcleo	
  donde	
  fosforila	
  y	
  
activa	
  factores	
  de	
  transcripción	
  (FT),	
  lo	
  que	
  permite	
  la	
  transcripción	
  de	
  genes	
  tempranos.	
  En	
  función	
  
de	
   cómo	
   es	
   la	
   cinética	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK,	
   el	
   producto	
   de	
   la	
   transcripción	
   temprana	
   será	
  
degradado	
  (cinética	
  transitoria)	
  o	
  fosforilado	
  y	
  estabilizado	
  (cinética	
  sostenida),	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  
la	
  respuesta	
  generada	
  por	
  la	
  célula	
  es	
  diferente	
  en	
  cada	
  caso.	
  La	
  actividad	
  de	
  ERK	
  es	
  regulada	
  por	
  
fosfatasas,	
  permitiendo	
  su	
  reciclaje	
  al	
  citoplasma	
  utilizando	
  para	
  ello	
  anclajes	
  citoplasmáticos	
  como	
  
es	
  el	
  caso	
  de	
  MEK.	
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4. MODELOS	
  COMPUTACIONALES	
  DE	
  LA	
  DINÁMICA	
  DE	
  LA	
  CASCADA	
  DE	
  ERKs	
  

La	
  biología	
  de	
  sistemas	
  se	
  basa	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  sistemas	
  biológicos	
  en	
   términos	
  de	
  su	
  

estructura	
  de	
  red,	
  en	
  vez	
  de	
  considerar	
  a	
  sus	
  componentes	
  individualmente.	
  Se	
  trata,	
  por	
  lo	
  

tanto,	
   de	
   una	
   traducción	
   de	
   un	
   sistema	
   biológico	
   a	
   un	
   modelo	
   matemático,	
   para	
  

posteriormente	
  realizar	
  una	
  simulación	
  informática	
  y	
  su	
  análisis.	
  Por	
  un	
  lado,	
   la	
  base	
  de	
  un	
  

modelo	
   es	
   la	
   descripción	
   topológica	
   de	
   sus	
   componentes	
   y	
   sus	
   interacciones,	
   y	
   por	
   otra	
  

parte,	
   es	
   la	
   descripción	
   del	
   comportamiento	
   dinámico	
   del	
   sistema	
   lo	
   que	
   aporta	
   poder	
  

predictivo	
  al	
  sistema	
  (Kolch	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Es	
   importante	
  destacar	
  que	
  un	
  modelo	
  no	
  es	
  una	
  

representación	
  real,	
  o	
  exacta,	
  del	
  sistema	
  biológico,	
  es	
  más	
  bien	
  una	
  descripción	
  simplificada	
  

para	
  ayudar	
  en	
  el	
  análisis	
  y	
  comprender	
  mejor	
  las	
  reacciones	
  biológicas.	
  De	
  esta	
  manera,	
  un	
  

modelo	
   biológico	
   puede	
   ser	
   utilizado	
   para	
   generar	
   nuevas	
   ideas,	
   hacer	
   predicciones	
  

comprobables,	
  así	
  como	
  identificar	
  los	
  componentes	
  y	
  procesos	
  clave	
  del	
  sistema.	
  

Uno	
  de	
  los	
  métodos	
  más	
  utilizados	
  en	
  los	
  modelos	
  biológicos	
  es	
  el	
  basado	
  en	
  ecuaciones	
  

diferenciales	
   (ODEs).	
   Una	
   ecuación	
   diferencial	
   describe	
   cómo	
   una	
   propiedad	
   de	
   interés,	
  

como	
  puede	
  ser	
   la	
  concentración	
  o	
   la	
  actividad	
  de	
  uno	
  de	
   los	
  componentes,	
  cambia	
  con	
  el	
  

tiempo.	
  

En	
   los	
   últimos	
   años,	
   los	
  modelos	
   computacionales	
   de	
   sistemas	
   biológicos	
   han	
   tomado	
  

mucha	
  fuerza.	
  Dada	
  la	
  gran	
  importancia	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  ERKs	
  en	
  la	
  señalización	
  celular,	
  se	
  

han	
   desarrollado	
   varios	
   modelos	
   de	
   la	
   ruta	
   Ras-­‐ERK	
   que	
   han	
   proporcionado	
   nuevos	
  

conocimientos	
  y	
  predicciones	
  de	
  cómo	
  este	
  sistema	
  funciona.	
  

El	
  primer	
  modelo	
  data	
  de	
  1996	
  en	
  el	
  cual	
  se	
  dedujo	
  una	
  gran	
  sensibilidad	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  

ERK,	
  que	
  aumentaba	
  a	
   lo	
   largo	
  de	
  la	
  cascada	
  con	
  una	
  curva	
  de	
  activación	
  sigmoidal	
  (Huang	
  

and	
  Ferrell,	
  1996).	
  Este	
  estudio	
  fue	
  seguido	
  por	
  otros	
  dos,	
  mostrándose	
  que	
  MEK	
  fosforila	
  a	
  

ERK	
  en	
  uno	
  de	
  los	
  sitios	
  primero,	
  para	
  disociarse	
  y	
  volver	
  a	
  unirse	
  después,	
  fosforilándola	
  en	
  

el	
   segundo	
   sitio.	
   Así	
   se	
   genera	
   una	
   gran	
   cantidad	
   de	
  moléculas	
   de	
   ERK	
  monofosforiladas,	
  

facilitando	
  que	
  se	
  produzca	
  la	
  doble	
  fosforilación	
  más	
  rápida,	
  con	
  una	
  pendiente	
  de	
  la	
  curva	
  

de	
   activación	
   mucho	
   más	
   abrupta	
   (Burack	
   and	
   Sturgill,	
   1997;	
   Ferrell	
   and	
   Bhatt,	
   1997).	
  

Durante	
  la	
  última	
  década	
  se	
  han	
  desarrollado	
  un	
  gran	
  número	
  de	
  modelos	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  

ERK	
  cada	
  vez	
  más	
  complejos.	
  

Actualmente,	
  hay	
  más	
  de	
  30	
  modelos	
  matemáticos	
  que	
  de	
  alguna	
  manera	
  incorporan	
  la	
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cascada	
  de	
  ERK.	
  Estos	
  modelos	
  han	
  servido	
  para	
  estudiar	
  diversos	
  aspectos	
  de	
   los	
  sistemas	
  

biológicos	
  como	
  por	
  ejemplo	
  la	
  retroalimentación	
  inhibitoria	
  (Brightman	
  and	
  Fell,	
  2000),	
  los	
  

bucles	
   autocrinos	
   (Maly	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Shvartsman	
   et	
   al.,	
   2002),	
   la	
   función	
   de	
   proteínas	
   de	
  

andamiaje	
   o	
   scaffold	
   (Levchenko	
   et	
   al.,	
   2000;	
   Somsen	
   et	
   al.,	
   2002),	
   la	
   internalización	
   del	
  

receptor	
  de	
  membrana	
  (Schoeberl	
  et	
  al.,	
  2002)	
  y	
  su	
  tráfico	
  (Hendriks	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Resat	
  et	
  al.,	
  

2003),	
   la	
   especificidad	
   de	
   la	
   señal	
   (Swain	
   and	
   Siggia,	
   2002),	
   la	
   relación	
   con	
   otras	
   vías	
   de	
  

señalización	
  (Hatakeyama	
  et	
  al.,	
  2003)	
  o	
   la	
  activación	
  de	
  Ras	
  (Markevich	
  et	
  al.,	
  2004)	
  entre	
  

otros	
  procesos.	
  

Hasta	
   el	
  momento,	
   uno	
   de	
   los	
  modelos	
  más	
   completos	
   propuesto	
   para	
   la	
   ruta	
   de	
   las	
  

MAPKs,	
   es	
   el	
   desarrollado	
   por	
   Schoeberl	
   y	
   colaboradores.	
   En	
   su	
   trabajo,	
   se	
   desarrolló	
   un	
  

modelo	
   matemático,	
   basado	
   en	
   ecuaciones	
   diferenciales,	
   para	
   describir	
   los	
   procesos	
  

dinámicos	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  transducción	
  de	
  señales	
  de	
  EGF.	
  Este	
  modelo	
  permite	
  investigar	
  los	
  

efectos	
  de	
  la	
  internalización	
  del	
  receptor	
  EGFR,	
  así	
  como	
  la	
  relación	
  entre	
  la	
  unión	
  de	
  EGF	
  a	
  

su	
  receptor	
  	
  con	
  la	
  activación	
  de	
  proteínas	
  que	
  están	
  en	
  los	
  siguientes	
  niveles	
  de	
  la	
  cascada	
  

de	
   la	
   señalización.	
  En	
  el	
  modelo	
  de	
  Schoeberl	
   se	
  calcula	
  el	
   cambio	
  de	
  concentración	
  de	
  94	
  

componentes	
  después	
  de	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF,	
  mediante	
  125	
  reacciones	
  (Figura	
  1.27).	
  La	
  

mayoría	
  de	
  los	
  parámetros	
  cinéticos	
  y	
  concentraciones	
  iniciales	
  están	
  basados	
  en	
  la	
  literatura	
  

científica	
  o	
  en	
  trabajo	
  de	
  laboratorio.	
  	
  

Como	
   conclusión	
   principal	
   se	
   obtiene	
   que	
   la	
   tasa	
   inicial	
   de	
   activación	
   del	
   EGFR	
   es	
  

determinante	
  para	
  la	
  respuesta	
  celular	
  a	
  EGF,	
  más	
  que	
  el	
  pico	
  de	
  activación	
  máxima,	
  estando	
  

la	
  velocidad	
  de	
  activación	
  condicionada	
  por	
  la	
  concentración	
  de	
  EGF	
  y	
  sus	
  cinéticas	
  de	
  unión	
  

al	
   receptor.	
   Además,	
   la	
   internalización	
   del	
   receptor	
   tiene	
   doble	
   papel	
   en	
   función	
   de	
   la	
  

concentración	
   de	
   EGF,	
   de	
   tal	
  manera	
   que	
   a	
   concentraciones	
   altas	
   de	
   EGF	
   se	
   produce	
   una	
  

atenuación	
  de	
  la	
  señal,	
  por	
  protección	
  contra	
  una	
  prolongada	
  estimulación,	
  mientras	
  que	
  a	
  

concentraciones	
   bajas	
   de	
   EGF	
   se	
   produce	
   una	
   amplificación	
   de	
   la	
   señal	
   después	
   de	
   la	
  

internalización	
   del	
   receptor	
   (Schoeberl	
   et	
   al.,	
   2002).	
   La	
   activación	
   de	
   Ras,	
   Raf,	
  MEK	
   y	
   ERK	
  

presentan	
   perfiles	
   similares,	
   presentando	
   una	
   activación	
   temprana	
   y	
   dependiente	
   de	
   la	
  

concentración	
  de	
  EGF,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  la	
  célula	
  mantiene	
  una	
  alta	
  sensibilidad	
  a	
  un	
  rango	
  

amplio	
  de	
  concentración	
  de	
  EGF,	
  permitiendo	
  una	
  respuesta	
  fisiológica	
  máxima.	
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Se	
   trata	
  de	
  un	
  modelo	
  muy	
   completo	
  y	
   robusto,	
   en	
  el	
  que	
   se	
   tiene	
  en	
   cuenta	
  algunos	
  

procesos	
  muy	
   importantes	
  como	
   la	
   internalización	
  del	
   receptor	
  de	
  EGF	
  por	
  endocitosis,	
   los	
  

complejos	
  que	
  forma	
  y	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  tanto	
  de	
  forma	
  dependiente	
  como	
  independiente	
  

de	
  Shc.	
  

Sin	
  embargo,	
  este	
  modelo	
  presenta	
  algunos	
  errores	
  que	
  no	
  se	
  han	
  tenido	
  en	
  cuenta	
  a	
  la	
  

hora	
  de	
  elaborarlo,	
  como	
  el	
  hecho	
  de	
  no	
  considerar	
  la	
  retroalimentación	
  negativa	
  de	
  fosfo-­‐

ERK	
  sobre	
  Sos.	
  Además	
  se	
  muestra	
  una	
  activación	
  transitoria	
  de	
  ERK	
  causada	
  por	
  un	
  erróneo	
  

Figura	
  1.27.	
  Esquema	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  MAPKs	
  estimulada	
  por	
  EGF	
  según	
  el	
  modelo	
  de	
  Schoeberl	
  y	
  
colaboradores.	
  La	
  cascada	
  de	
  las	
  MAPKs	
  puede	
  ser	
  iniciada	
  por	
  manera	
  dependiente	
  o	
  independiente	
  
de	
   la	
  activación	
  de	
  Shc.	
  Cada	
  componente	
  de	
   la	
  cascada	
  es	
   identificado	
  por	
  un	
  número	
  azul,	
  siendo	
  
específico	
   tras	
   la	
   internalización	
   del	
   receptor	
   cuando	
   aparece	
   entre	
   paréntesis.	
   Las	
   flechas	
  
representan	
   las	
  reacciones	
  que	
  ocurren	
  a	
   lo	
   largo	
  de	
   la	
  cascada,	
  y	
  están	
  caracterizadas	
  por	
  tasas	
  de	
  
reacción	
   en	
   números	
   verdes,	
   apareciendo	
   en	
   segundo	
   lugar	
   los	
   valores	
   correspondientes	
   a	
   los	
  
procesos	
  posteriores	
  a	
  la	
  internalización	
  del	
  receptor.	
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modelamiento	
  de	
  las	
  reacciones	
  de	
  activación/desactivación	
  de	
  Ras.	
  Y	
  por	
  último,	
  no	
  se	
  tiene	
  

en	
   consideración	
   el	
   microambiente	
   en	
   el	
   que	
   se	
   desarrolla	
   la	
   cascada	
   Ras-­‐ERK	
   y	
   los	
  

mecanismos	
   de	
   regulación	
   a	
   los	
   que	
   la	
   cascada	
   Ras-­‐ERK	
   se	
   expone	
   en	
   función	
   del	
   sitio	
  

subcelular	
  de	
  señalización.	
  	
  

	
  

El	
  propósito	
  de	
  este	
  trabajo	
  es	
   incorporar	
  el	
  espacio	
  al	
  modelo	
  de	
  activación	
  de	
   la	
  ruta	
  

Ras-­‐ERK	
   inducida	
   por	
   EGF.	
   Y	
   determinar	
   cómo	
   las	
   variaciones	
   espaciales	
   inciden	
   en	
   dicha	
  

señal.	
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II. OBJETIVOS	
  

	
  

La	
  ruta	
  de	
  señalización	
  Ras-­‐ERK	
  es	
  de	
  gran	
  importancia	
  en	
  muchos	
  procesos	
  biológicos,	
  y	
  

está	
   implicada	
  en	
  un	
  alto	
  porcentaje	
  de	
   los	
  tumores	
  humanos.	
  Conocer	
   los	
  mecanismos	
  de	
  

activación	
  que	
  engloba,	
   así	
   como	
   su	
   regulación,	
   es	
  de	
  gran	
   importancia	
  en	
  el	
   campo	
  de	
   la	
  

biomedicina.	
   Por	
   ello,	
   el	
   objetivo	
   principal	
   de	
   esta	
   tesis	
   ha	
   sido	
   tratar	
   de	
   obtener	
   más	
  

información	
  en	
  cuanto	
  a	
  la	
  activación	
  y	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK.	
  

	
  

En	
  concreto,	
  los	
  objetivos	
  de	
  esta	
  tesis	
  han	
  sido:	
  

	
  

-­‐ Considerar	
   la	
   localización	
   subcelular	
   de	
   Ras	
   en	
   el	
   desarrollo	
   de	
   un	
   modelo	
  

matemático	
  de	
  activación	
  de	
  ERK.	
  

	
  

-­‐ Caracterizar	
  la	
  importancia	
  de	
  las	
  distintas	
  localizaciones	
  subcelulares	
  de	
  Ras	
  en	
  

la	
  determinación	
  de	
  una	
  respuesta	
  biológica.	
  

	
  

-­‐ Analizar	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  respuesta	
  biológica	
  en	
  función	
  de	
  la	
  especificidad	
  

espacio	
  temporal	
  de	
  la	
  señal	
  Ras-­‐ERK.	
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III. MATERIALES	
  Y	
  MÉTODOS	
  

	
  

	
  

1. ANÁLISIS	
  Y	
  MANIPULACIÓN	
  DEL	
  ADN	
  

1.1. Purificación	
  de	
  ADN	
  plasmídico	
  

La	
   purificación	
   de	
   ADN	
   plasmídico	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   a	
   partir	
   de	
   cultivos	
   bacterianos	
  

derivados	
   de	
   cepas	
   transformadas	
   de	
   Escherichia	
   coli	
   DH5α.	
   Los	
   cultivos	
   bacterianos	
   se	
  

crecieron	
  en	
  un	
   volumen	
   total	
   de	
   400	
  ml	
   de	
  medio	
  de	
   cultivo	
   Luria	
  Broth	
   (LB)	
   durante	
   12	
  

horas,	
  a	
  una	
  temperatura	
  de	
  37	
  ºC	
  en	
  presencia	
  del	
  antibiótico	
  de	
  selección	
  adecuado	
  a	
   la	
  

resistencia	
   proporcionada	
   por	
   el	
   plásmido	
   (generalmente	
   ampicilina	
   o	
   kanamicina)	
   a	
   una	
  

concentración	
  de	
  50	
  μg/ml.	
  

Tras	
   ese	
   periodo,	
   los	
   cultivos	
   bacterianos	
   se	
   centrifugaron	
  durante	
   10	
  minutos	
   a	
   6.000	
  

rpm.	
  El	
  sedimento	
  celular	
  se	
  resuspendió	
  en	
  10	
  ml	
  de	
  un	
  tampón	
  de	
  resuspensión	
  (50	
  mM	
  

Tris/HCl	
  pH	
  8,	
  10	
  mM	
  EDTA,	
  10	
  μg/ml	
  RNasa	
  A),	
  y	
  se	
  lisó	
  con	
  10	
  ml	
  de	
  un	
  tampón	
  de	
  lisis	
  (200	
  

mM	
   NaOH	
   y	
   1%	
   SDS),	
   mezclándolo	
   por	
   inversión	
   e	
   incubándolo	
   durante	
   5	
   minutos	
   a	
  

temperatura	
   ambiente.	
  A	
   continuación,	
   se	
   añadió	
  10	
  ml	
  de	
  una	
   solución	
  de	
  neutralización	
  

que	
  contiene	
  3	
  M	
  de	
  acetato	
  potásico	
  a	
  un	
  pH	
  5.5,	
  y	
  se	
  incubó	
  durante	
  5	
  minutos	
  en	
  hielo.	
  

Transcurrido	
  ese	
  tiempo,	
  la	
  mezcla	
  se	
  centrifugó	
  en	
  una	
  centrifuga	
  refrigerada	
  (4ºC)	
  durante	
  

20	
   minutos	
   a	
   10.000	
   rpm,	
   o	
   bien	
   se	
   pasó	
   por	
   una	
   jeringa	
   con	
   filtro.	
   Finalmente,	
   el	
  

sobrenadante	
   se	
  pasó	
  por	
   columnas	
  de	
   intercambio	
  de	
  Qiagen,	
   siguiendo	
   las	
   instrucciones	
  

del	
   fabricante	
   (QIAfilter	
   Plasmid	
   Maxi	
   Kit).	
   Al	
   eluido	
   obtenido	
   se	
   le	
   añadió	
   15	
   ml	
   de	
  

isopropanol	
  frío,	
  dejando	
  precipitar	
  el	
  ADN	
  durante	
  cinco	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  

Para	
  obtener	
  el	
  ADN	
  precipitado,	
  se	
  centrifugó	
  la	
  mezcla	
  durante	
  30	
  minutos	
  a	
  10.000	
  rpm	
  y	
  

a	
  4ºC.	
  A	
  continuación	
  se	
  realizó	
  un	
  lavado	
  del	
  precipitado	
  utilizando	
  etanol	
  al	
  70%,	
  se	
  secó	
  y	
  

se	
   resuspendió	
   en	
   un	
   volumen	
   de	
   300	
   μl	
   de	
   agua	
   destilada	
   estéril.	
   El	
   ADN	
   purificado	
   se	
  

guardó	
  a	
  una	
  temperatura	
  de	
  -­‐20ºC	
  para	
  su	
  posterior	
  uso	
  tanto	
  en	
  transfecciones	
  celulares	
  

como	
  en	
  clonajes.	
  	
  

También	
  se	
  realizaron	
  purificaciones	
  a	
  pequeña	
  escala	
  de	
  ADN	
  plasmídico,	
  partiendo	
  de	
  5	
  

ml	
   de	
   cultivo	
   bacteriano	
   y	
   siguiendo	
   las	
   instrucciones	
   recomendadas	
   por	
  Macherey-­‐Nagel,	
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fabricante	
   del	
   kit	
   de	
   extracción	
   de	
   ADN	
   plasmídico	
   NucleoSpin	
   Plasmid.	
   Este	
   kit	
   también	
  

consiste	
  en	
  un	
  primer	
  paso	
  de	
  resuspensión	
  del	
  sedimento	
  del	
  cultivo,	
  procedido	
  de	
  una	
  lisis	
  

durante	
  un	
  minuto	
  y	
  una	
  neutralización.	
  A	
  continuación,	
  la	
  mezcla	
  neutralizada	
  se	
  pasó	
  por	
  

una	
  columna	
  de	
  intercambio,	
  sobre	
  la	
  cual	
  se	
  realizaron	
  una	
  serie	
  de	
  lavados.	
  Por	
  último,	
  el	
  

ADN	
  plasmídico	
  se	
  resuspendió	
  en	
  un	
  volumen	
  final	
  de	
  40	
  μl,	
  almacenándose	
  a	
  -­‐20ºC,	
  para	
  

su	
  posterior	
  uso	
  para	
  clonajes.	
  

	
  

1.2. Amplificación	
  de	
  fragmentos	
  de	
  ADN	
  por	
  PCR	
  (Polymerase	
  Chain	
  Reaction)	
  

Para	
   la	
   amplificación	
   de	
   fragmentos	
   de	
   ADN,	
   siempre	
   se	
   buscó	
   alta	
   fidelidad	
   en	
   la	
  

polimerización	
  usando	
  polimerasas	
  oportunas	
  (Roche).	
  	
  	
  

Las	
   condiciones	
   usadas	
   para	
   llevar	
   a	
   cabo	
   la	
   PCR	
   variaron	
   en	
   función	
   de	
   los	
  

oligonucleótidos	
  empleados	
  y	
  del	
  ADN	
  molde	
  en	
  cuestión.	
  Normalmente,	
  la	
  técnica	
  comienza	
  

con	
  un	
  primer	
  paso	
  de	
  95	
  ºC	
  durante	
  3	
  minutos	
  para	
  desnaturalizar	
  la	
  doble	
  hebra	
  de	
  ADN,	
  

seguido	
  de	
  30-­‐35	
  ciclos	
  de	
  [	
  1	
  minuto	
  a	
  95	
  ºC,	
  1	
  minuto	
  a	
  54-­‐58	
  ºC	
  para	
  la	
  óptima	
  hibridación	
  

de	
  los	
  oligonucleótidos,	
  1	
  minuto	
  a	
  72ºC	
  para	
  elongar	
  la	
  hebra	
  naciente	
  ]	
  y	
  por	
  último	
  72	
  ºC	
  

durante	
  10	
  minutos,	
  con	
  el	
  que	
  se	
  completa	
  la	
  elongación	
  de	
  los	
  fragmentos.	
  Las	
  reacciones	
  

se	
  hicieron	
  en	
  un	
  volumen	
  de	
  50	
  μl	
  y	
  las	
  concentraciones	
  de	
  los	
  reactivos	
  se	
  eligieron	
  según	
  

la	
  recomendación	
  de	
  cada	
  fabricante.	
  Para	
  calcular	
  la	
  temperatura	
  de	
  hibridación	
  se	
  escogió	
  

la	
   Tm	
   más	
   baja	
   de	
   los	
   dos	
   cebadores	
   y	
   se	
   restaron	
   5	
   ºC	
   a	
   esta	
   temperatura.	
   Una	
   vez	
  

terminada	
   la	
   amplificación	
   se	
   mantienen	
   indefinidamente	
   las	
   muestras	
   a	
   4	
   ºC.	
   Según	
   el	
  

tamaño	
  de	
  PCR	
  obtenido	
  se	
  corre	
  la	
  muestra	
  en	
  geles	
  de	
  agarosa	
  variando	
  el	
  porcentaje	
  en	
  

función	
  del	
  tamaño	
  de	
  inserto.	
  

	
  

1.3. Digestión	
  con	
  endonucleasas	
  de	
  restricción	
  y	
  purificación	
  de	
  fragmentos	
  de	
  ADN	
  en	
  

geles	
  de	
  agarosa	
  

Para	
  la	
  realización	
  de	
  clonajes	
  y	
  subclonajes,	
  uno	
  de	
  los	
  abordajes	
  más	
  empleados	
  ha	
  sido	
  

mediante	
   digestiones	
   realizadas	
   con	
   endonucleasas	
   de	
   restricción.	
   Las	
   digestiones	
   de	
   los	
  

plásmidos	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  siguiendo	
  las	
  instrucciones	
  de	
  la	
  casa	
  comercial	
  correspondiente	
  

(Fermentas	
  o	
  Invitrogen)	
  en	
  función	
  de	
  la	
  enzima	
  utilizada.	
  

Tanto	
  los	
  fragmentos	
  originados	
  en	
  las	
  digestiones,	
  como	
  aquellos	
  originados	
  tras	
  realizar	
  

una	
  PCR	
  fueron	
  separados	
  por	
  electroforesis	
  en	
  geles	
  de	
  agarosa	
  (Pronadisa)	
  en	
  un	
  tampón	
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TAE	
   (0.09	
   M	
   Tris-­‐acetato,	
   2	
   mM	
   EDTA),	
   utilizando	
   SYBR	
   Safe	
   (Invitrogen)	
   como	
   agente	
  

intercalante	
  de	
  tinción	
  de	
  ADN.	
  Se	
  añadió	
  a	
  las	
  muestras	
  un	
  tampón	
  de	
  carga	
  (0.005%	
  (w/v)	
  

de	
  azul	
  de	
  bromofenol	
  y	
  30%	
  de	
  glicerol),	
  y	
  se	
  sometieron	
  a	
  un	
  campo	
  eléctrico	
  de	
  70-­‐80V	
  en	
  

un	
  gel	
  de	
  agarosa	
  de	
  concentración	
  variable	
  en	
  función	
  del	
  tamaño	
  del	
  inserto	
  que	
  queramos	
  

analizar.	
  Como	
  marcadores	
  de	
  peso	
  molecular	
  se	
  usó	
  1Kb	
  DNA	
  ladder	
  y	
  100	
  pb	
  DNA	
  ladder	
  de	
  

Invitrogen.	
  

La	
  banda	
  correspondiente	
  al	
  fragmento	
  de	
  ADN	
  que	
  se	
  desea	
  purificar	
  se	
  recortó	
  del	
  gel	
  

de	
   agarosa.	
   Posteriormente,	
   se	
   extrajo	
   el	
   ADN	
   de	
   la	
   agarosa	
   mediante	
   kits	
   especiales	
   de	
  

purificación	
  de	
  ADN	
  en	
  gel,	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  JETquick	
  o	
  GeneClean.	
  Ambos	
  se	
  basan	
  en	
  la	
  

fusión	
  de	
  la	
  banda	
  de	
  gel	
  que	
  contiene	
  el	
  ADN	
  de	
  interés,	
  a	
  continuación	
  se	
  deben	
  pasar	
  por	
  

una	
   columna	
  de	
   intercambio	
  o	
   incubarse	
   con	
  una	
   resina	
  de	
   intercambio,	
   respectivamente.	
  

Por	
  último,	
  se	
  realizaron	
  lavados	
  de	
  las	
  muestras	
  y	
  se	
  eluyeron	
  en	
  un	
  volumen	
  de	
  20	
  μl.	
  

	
  

1.4. Clonación	
  de	
  ADN	
  en	
  vectores	
  plasmídicos	
  

Los	
   fragmentos	
   digeridos	
   o	
   amplificados	
   por	
   PCR	
   y	
   posteriormente	
   digeridos,	
   se	
  

incubaron	
  junto	
  a	
  los	
  vectores	
  plasmídicos	
  digeridos	
  con	
  las	
  mismas	
  enzimas	
  de	
  restricción,	
  

bajo	
  una	
  reacción	
  catalizada	
  por	
  la	
  enzima	
  T4	
  ligasa	
  (Promega)	
  en	
  un	
  tampón	
  de	
  ligación	
  (300	
  

mM	
  Tris-­‐HCl	
  pH	
  7.8,	
  100	
  mM	
  MgCl2,	
  10	
  mM	
  ATP,	
  100	
  mM	
  DTT).	
  Las	
  reacciones	
  se	
  hicieron	
  

utilizando	
  20	
  unidades	
  enzimáticas	
  en	
  un	
  volumen	
  de	
  20	
  μl	
  e	
  incubándolas	
  mínimo	
  3	
  horas	
  a	
  

temperatura	
  ambiente.	
  	
  

Posteriormente,	
  las	
  ligaciones	
  se	
  utilizaron	
  para	
  transformar	
  la	
  cepa	
  bacteriana	
  DH5α	
  de	
  

Escherichia	
  coli	
  (Invitrogen).	
  Para	
  ello,	
  se	
  añadió	
  2	
  μl	
  de	
  la	
  mezcla	
  de	
  ligación	
  a	
  una	
  alícuota	
  

de	
  bacterias	
  competentes.	
  Se	
  mantuvieron	
  durante	
  30	
  minutos	
  en	
  hielo,	
  a	
  continuación	
  se	
  

les	
  sometió	
  a	
  un	
  choque	
  térmico	
  de	
  1	
  minuto	
  a	
  42	
  ºC,	
  y	
  por	
  último	
  5	
  minutos	
  de	
  hielo.	
  Tras	
  el	
  

choque	
   térmico,	
   	
   durante	
   una	
   hora	
   se	
   mantienen	
   las	
   células	
   en	
   un	
   medio	
   de	
   cultivo	
  

permisivo	
  SOC	
  (Invitrogen),	
  carente	
  de	
  antibióticos,	
  con	
  el	
   fin	
  de	
  dar	
  tiempo	
  a	
   las	
  células	
  a	
  

que	
  expresen	
  resistencia	
  al	
  antibiótico	
  codificado	
  por	
  el	
  plásmido	
  incorporado.	
  Por	
  último,	
  la	
  

mezcla	
   se	
   siembra	
   en	
   una	
   placa	
   de	
   LB-­‐Agar	
   con	
   1.5%	
   de	
   agar	
   y	
   50	
   μg/ml	
   de	
   ampicilina	
   o	
  

kanamicina	
  en	
  función	
  del	
  antibiótico	
  de	
  selección	
  necesario.	
  Se	
  obtuvieron,	
  a	
  las	
  24	
  horas,	
  

colonias	
  de	
  bacterias	
  con	
  expresión	
  del	
  plásmido	
  clonado.	
  Estas	
  colonias	
  de	
  bacterias	
  pueden	
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ser	
   trasladadas	
   a	
   un	
   medio	
   de	
   cultivo	
   líquido	
   para	
   la	
   posterior	
   purificación	
   de	
   ADN	
  

plasmídico.	
  

	
  

1.5. Plásmidos	
  

A	
   continuación	
   se	
   detallan	
   los	
   plásmidos	
  utilizados	
   en	
   este	
   trabajo,	
   tano	
   los	
   generados	
  

expresamente	
  para	
  la	
  realización	
  de	
  la	
  tesis	
  como	
  otros	
  pertenecientes	
  al	
  banco	
  de	
  ADNs	
  del	
  

laboratorio:	
  

1.5.1. Vectores	
  generados	
  para	
  la	
  realización	
  de	
  la	
  tesis	
  

Plásmido	
   Descripción	
  

pCEFLzeo	
   Se	
   usó	
   para	
   igualar	
   las	
   concentraciones	
   de	
   DNA	
   de	
   cada	
  
transfección	
   realizada,	
   así	
   como	
   control	
   en	
   los	
   ensayos	
   de	
  
formación	
  de	
  colonias.	
  Confiere	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  HA	
  HRas	
  wt	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   HRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
  HA,	
  junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  NRas	
  wt	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   NRas,	
   junto	
   al	
   gen	
   de	
  
resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  KRas	
  wt	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   KRas	
   junto	
   al	
   gen	
   de	
  
resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  HRas	
  V12	
   Expresa	
  la	
  proteína	
  constitutivamente	
  activa	
  de	
  HRas,	
  junto	
  
al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  NRas	
  D12	
   Expresa	
  la	
  proteína	
  constitutivamente	
  activa	
  de	
  NRas,	
  junto	
  
al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  KRas	
  V12	
   Expresa	
  la	
  proteína	
  constitutivamente	
  activa	
  de	
  KRas,	
  junto	
  
al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina.	
  

pCEFLzeo	
  HA	
  HRas	
  V12	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   constitutivamente	
   activa	
   de	
   HRas	
  
etiquetada	
  con	
  el	
  epítopo	
  HA,	
   junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  
zeocina	
  

pCEFLzeo	
  HA	
  KRas	
  V12	
  

	
  

Expresa	
   la	
   proteína	
   constitutivamente	
   activa	
   de	
   KRas	
  
etiquetada	
  con	
  el	
  epítopo	
  HA,	
   junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  
zeocina	
  

pCEFLzeo	
  HA	
  NRas	
  D12	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   constitutivamente	
   activa	
   de	
   NRas	
  
etiquetada	
  con	
  el	
  epítopo	
  HA,	
   junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  
zeocina	
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Plásmido	
   Descripción	
  

pCEFLzeo	
  M1	
  HA	
  Hras	
  wt	
  SS	
  	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   de	
   HRas	
   en	
   su	
   forma	
   silvestre	
   (wt),	
  
etiquetada	
   con	
   el	
   epítopo	
   HA,	
   dirigida	
   al	
   retículo	
  
endoplasmático,	
  junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  LCK	
  HA	
  HRas	
  wt	
  SS	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   HRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
   HA,	
   dirigida	
   a	
   balsas	
   lipídicas,	
   junto	
   al	
   gen	
   de	
  
resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  CD8	
  HA	
  Hras	
  wt	
  SS	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   HRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
  HA,	
  dirigida	
  a	
  membrana	
  plasmática	
  desordenada,	
  
junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  KDEL	
  HA	
  HRas	
  wt	
  SS	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   HRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
   HA,	
   dirigida	
   al	
   Aparato	
   de	
   Golgi,	
   junto	
   al	
   gen	
   de	
  
resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  M1	
  HA	
  NRas	
  wt	
  S	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   NRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
  HA,	
  dirigida	
  al	
  retículo	
  endoplasmático,	
  junto	
  al	
  gen	
  
de	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  LCK	
  HA	
  NRas	
  wt	
  S	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   NRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
   HA,	
   dirigida	
   a	
   las	
   balsas	
   lipídicas,	
   junto	
   al	
   gen	
   de	
  
resistencia	
  a	
  zeocina	
  

pCEFLzeo	
  CD8	
  HA	
  NRas	
  wt	
  S	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   NRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
   HA,	
   dirigida	
   a	
   la	
   membrana	
   plasmática	
  
desordenada,	
  junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina.	
  

pCEFLzeo	
  KDEL	
  HA	
  NRas	
  wt	
  S	
   Expresa	
   la	
  proteína	
  NRas,	
  en	
  su	
  forma	
  silvestre,	
  etiquetada	
  
con	
  el	
  epítopo	
  HA,	
  dirigida	
  al	
  Aparato	
  de	
  Golgi,	
  junto	
  al	
  gen	
  
de	
  resistencia	
  a	
  zeocina.	
  

pCEFLzeo	
  M1	
  HA	
  KRas	
  wt	
  EE	
  	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   KRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
  HA,	
  dirigida	
  al	
  retículo	
  endoplasmático,	
  junto	
  al	
  gen	
  
de	
  resistencia	
  a	
  zeocina.	
  

pCEFLzeo	
  CD8	
  HA	
  KRas	
  wt	
  EE	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   de	
   KRas	
   etiquetada	
   con	
   el	
  
epítopo	
   HA,	
   dirigida	
   a	
   la	
   membrana	
   plasmática	
  
desordenada,	
  junto	
  al	
  gen	
  de	
  resistencia	
  a	
  zeocina	
  

	
  

	
  

Tabla	
   3.1.	
  Resumen	
  de	
   los	
   plásmidos	
   generados	
   durante	
   la	
   tesis.	
   Se	
   detallan	
   los	
   plásmidos	
  
generados	
   expresamente	
  para	
   la	
   realización	
  de	
   la	
   tesis	
   junto	
   a	
  una	
  breve	
  descripción	
  de	
   los	
  
mismos.	
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1.5.2. Vectores	
  utilizados	
  en	
  la	
  realización	
  de	
  la	
  tesis	
  

	
  

Plásmido	
   Descripción	
  

pCDNA3	
   Se	
  usó	
  este	
  vector	
  para	
  igualar	
  las	
  concentraciones	
  de	
  DNA	
  de	
  
cada	
   transfección	
   realizada.	
   Confiere	
   expresión	
   para	
   la	
  
resistencia	
  a	
  geneticina	
  (G418).	
  

pCEFL	
   Se	
  usó	
  este	
  vector	
  para	
  igualar	
  las	
  concentraciones	
  de	
  DNA	
  de	
  
cada	
   transfección	
   realizada.	
   Confiere	
   expresión	
   para	
   la	
  
resistencia	
  a	
  geneticina	
  (G418).	
  

pCEFL	
  HA	
   Se	
  usó	
  este	
  vector	
  vacío	
  para	
  realizar	
  los	
  subclonajes.	
  	
  Éstos	
  se	
  
realizaron	
  para	
  etiquetar	
  con	
  epítopos	
  adecuados	
  las	
  proteínas	
  
necesarias	
  en	
  cada	
  experimento	
  

pGEX	
  4T3	
   Se	
  usó	
  este	
  vector	
  vacío	
  para	
  realizar	
  los	
  subclonajes.	
  	
  Éstos	
  se	
  
realizaron	
  para	
  obtener	
  proteínas	
  de	
  fusión	
  	
  

pCEFL	
  HA	
  HRas	
  wt;	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   HRas,	
   etiquetada	
   con	
   el	
   epítopo	
  
HA.	
  

pCEFL	
  CD8	
  HA	
  HRas	
  wt	
  SS;	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   HRas,	
   etiquetada	
   con	
   el	
   epítopo	
  
HA,	
  dirigida	
  a	
  membrana	
  plasmática	
  (CD8).	
  

pCEFL	
  KDEL	
  HA	
  HRas	
  wt	
  SS;	
  

	
  

Expresa	
   la	
   proteína	
   silvestre	
   HRas,	
   etiquetada	
   con	
   el	
   epítopo	
  
HA,	
  dirigida	
  al	
  Aparato	
  de	
  Golgi	
  (KDEL).	
  

pCitFP-­‐HRAS-­‐PTP	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   HRas	
   en	
   su	
   forma	
   silvestre,	
   dirigida	
   a	
  
retículo	
   endoplasmático,	
   junto	
   al	
   fluoróforo	
   CFP	
   (Cian	
  
Fluorescent	
  Protein).	
  Proporcionado	
  por	
  P.	
  Bastiaens	
  

pCEFL	
  HA	
  NF1;	
   Expresa	
  la	
  proteína	
  neurofibromatosis	
  tipo	
  1,	
  como	
  activadora	
  
de	
  la	
  actividad	
  GTPasa	
  de	
  Ras,	
  etiquetada	
  con	
  el	
  epítopo	
  HA.	
  	
  

pCEFL	
  M1	
  HA	
  NF1;.	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   NF1	
   dirigida	
   a	
   retículo	
   endoplasmático	
  
(M1),	
  etiquetada	
  con	
  el	
  epítopo	
  HA	
  

pCEFL	
  LCK	
  HA	
  NF1	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   NF1	
   dirigida	
   a	
   balsas	
   lipídicas	
   (LCK),	
  
etiquetada	
  con	
  el	
  epítopo	
  HA	
  

pCEFL	
  KDEL	
  HA	
  NF1	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   NF1	
   dirigida	
   a	
   aparato	
   de	
   Golgi	
   (KDEL),	
  
etiquetada	
  con	
  el	
  epítopo	
  HA.	
  

pCEFL	
  Flag	
  APT1	
   Expresa	
  la	
  proteína	
  acilo-­‐tioesterasa	
  1	
  (APT1)	
  etiquetada	
  con	
  el	
  
epítopo	
  FLAG.	
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Plásmido	
   Descripción	
  

pKH3	
  HA	
  RasGRF1	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   RasGRF1	
   junto	
   al	
   epítopo	
   HA,	
   como	
  
activadora	
   de	
  Ras	
   en	
   retículo	
   endoplasmático.	
   Proporcionado	
  
por	
  R.Mattingly	
  

pCEFL	
  RasGRP	
   Expresa	
   la	
   proteína	
   RasGRP,	
   como	
   activadora	
   de	
   Ras	
   en	
   el	
  
aparato	
  de	
  Golgi.	
  

pJM30	
  EGFR	
   Expresa	
   el	
   receptor	
   de	
   EGF	
   en	
   su	
   forma	
   wild-­‐type.	
  
Proporcionado	
  por	
  Y.Yarden.	
  

pCEFL	
  Flag	
  MEK1	
   Expresa	
   la	
   proteína	
  MEK1	
   junto	
   al	
   epítopo	
   Flag	
   en	
   su	
   forma	
  
wild-­‐type.	
  

pGEX2T	
  RBD	
   Plásmido	
  de	
  expresión	
  en	
  bacterias	
  que	
  codifica	
  la	
  proteína	
  de	
  
fusión	
  entre	
  GST	
  y	
  el	
  dominio	
  Ras	
  Binding	
  Protein	
  (RBD)	
  de	
  Raf	
  
desde	
  el	
  aminoácido	
  1	
  al	
  aminoácido	
  149.	
  Suministrado	
  por	
  el	
  
S.J.	
  Taylor.	
  

pGEX-­‐2TH	
  RBD	
   Plásmido	
  de	
  expresión	
  en	
  bacterias	
  que	
  codifica	
  la	
  proteína	
  de	
  
fusión	
  entre	
  GST	
  y	
  el	
  dominio	
  Ras	
  Binding	
  Protein	
  (RBD)	
  de	
  Raf	
  
desde	
  el	
  aminoácido	
  51	
  al	
  aminoácido	
  131.	
  Proporcionado	
  por	
  
A.	
  Burguess.	
  

	
  	
  

De	
   forma	
  común	
  en	
  muchas	
  de	
  estas	
   construcciones	
   se	
  utilizan	
  epítopos	
  y	
   señales	
  que	
  

dirigen	
   a	
   las	
   proteínas	
   a	
   determinadas	
   localizaciones	
   subcelulares,	
   así	
   como	
   determinadas	
  

mutaciones	
  en	
  las	
   isoformas	
  de	
  Ras.	
  A	
  continuación	
  se	
  detalla	
  en	
  qué	
  consiste	
  cada	
  una	
  de	
  

ellas:	
  

	
  

-­‐ HA:	
  epítopo	
  derivado	
  de	
   la	
  región	
   interna	
  de	
   la	
  proteína	
  hemaglutinina,	
  presente	
  en	
   la	
  

superficie	
   del	
   virus	
   de	
   la	
   gripe.	
   Este	
   epítopo	
   se	
   sitúa	
   en	
   la	
   región	
   amino	
   terminal	
   de	
   las	
  

proteínas	
  y	
  nos	
  permite	
  reconocerlo	
  con	
  un	
  anticuerpo	
  específico.	
  

-­‐ SS:	
  mutaciones	
  realizadas	
  en	
  la	
  región	
  carboxilo	
  terminal	
  de	
  la	
  proteína	
  Ras,	
  dentro	
  de	
  la	
  

región	
  hipervariable,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  se	
  impide	
  la	
  palmitilación	
  de	
  dicha	
  proteína.	
  Afectan	
  

a	
  las	
  cisteínas	
  181	
  y	
  184	
  de	
  HRas,	
  y	
  a	
  la	
  cisteína	
  181	
  de	
  NRas,	
  que	
  son	
  sustituidas	
  por	
  serinas.	
  

Tabla	
  3.2.	
  Resumen	
  de	
   los	
  plásmidos	
  utilizados	
  durante	
   la	
  tesis.	
  Se	
  detallan	
   los	
  plásmidos	
  utilizados	
  
para	
   la	
   realización	
   de	
   la	
   tesis	
   junto	
   a	
   una	
   breve	
   descripción	
   de	
   los	
   mismos.	
   Algunos	
   de	
   ellos	
   han	
   sido	
  
cedidos	
   por	
   otros	
   investigadores,	
   especificando	
   su	
   nombre.	
   El	
   resto	
   pertenecen	
   al	
   banco	
   de	
   ADNs	
   del	
  
laboratorio	
  de	
  Piero	
  Crespo.	
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Así	
   se	
   puede	
   dirigir	
   la	
   proteína	
   a	
   la	
   localización	
   subcelular	
   deseada,	
   usando	
   para	
   ello	
   una	
  

serie	
  de	
  señales	
  que	
  se	
  detallan	
  a	
  continuación.	
  

-­‐ EE:	
  mutaciones	
  realizadas	
  en	
  la	
  región	
  carboxilo	
  terminal	
  de	
  la	
  proteína	
  KRas,	
  dentro	
  de	
  

su	
   región	
   hipervariable,	
   de	
   tal	
   manera	
   que	
   se	
   sustituyen	
   dos	
   lisinas	
   (175	
   y	
   179)	
   por	
   dos	
  

glutámicos.	
  Con	
  estas	
  mutaciones	
  se	
  evita	
  su	
  anclaje	
  natural	
  a	
  las	
  membranas,	
  permitiendo	
  

su	
  ubicación	
  en	
  los	
  sitios	
  subcelulares	
  deseados.	
  

-­‐ M1:	
   se	
   trata	
   de	
   una	
   señal	
   (de	
   66	
   aminoácidos)	
   de	
   unión	
   al	
   retículo	
   endoplasmático,	
  

procedente	
  del	
  virus	
  de	
  la	
  bronquitis	
  aviar	
  M1	
  (Swift	
  and	
  Machamer,	
  1991).	
  	
  

-­‐ LCK:	
  señal	
  de	
  miristilación	
  de	
  LCK	
  (proteína	
  quinasa	
  residente	
  en	
  las	
  balsas	
  lipídicas	
  de	
  la	
  

membrana).	
  

-­‐ CD8:	
  se	
  trata	
  de	
  la	
  secuencia	
  (de	
  210	
  aminoácidos)	
  del	
  receptor	
  humano	
  CD8α,	
  de	
  unión	
  

a	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  desordenada	
  (Littman	
  et	
  al.,	
  1985).	
  

-­‐ KDEL:	
  secuencia	
  del	
  receptor	
  de	
   la	
  proteína	
  KDELr,	
  con	
   la	
  mutación	
  D193N	
  que	
  lo	
  hace	
  

permanecer	
  de	
  manera	
  estable	
  en	
  el	
  Aparato	
  de	
  Golgi,	
  impidiendo	
  su	
  tránsito	
  con	
  el	
  retículo	
  

endoplasmático	
  (Townsley	
  et	
  al.,	
  1993).	
  

	
  

2. CULTIVOS	
  CELULARES	
  

2.1. Métodos	
  de	
  transfección	
  

2.1.1. Precipitación	
  con	
  fosfato	
  de	
  calcio	
  

Las	
  células	
  fueron	
  plaqueadas	
  el	
  día	
  previo	
  a	
   la	
  transfección	
  con	
  una	
  densidad	
  de	
  3x106	
  

células	
  en	
  cada	
  placa	
  de	
  60	
  mm.	
  Al	
  día	
  siguiente,	
  para	
  cada	
  placa	
  se	
  prepararon	
  dos	
  mezclas	
  

de	
  transfección	
  consistentes	
  en:	
  

• solución	
  1:	
  	
  Hepes	
  50	
  mM/NaCl	
  280	
  mM;	
  pH	
  7.1	
  (490μl)	
  y	
  Na2HPO4	
  

70	
  mM;	
  pH	
  7.1	
  (11.2μl)	
  

• solución	
  2:	
  	
  	
  CaCl2	
  0.25	
  M	
  (502,5μl)	
  y	
  la	
  cantidad	
  apropiada	
  de	
  cada	
  

ADN	
  (1μg	
  de	
  cada	
  plásmido)	
  

El	
  contenido	
  de	
  la	
  solución	
  2	
  se	
  mezcló,	
  gota	
  a	
  gota,	
  con	
  el	
  contenido	
  de	
  la	
  solución	
  1,	
  al	
  

tiempo	
  que	
  se	
  burbujea	
  suavemente.	
  A	
  continuación,	
   se	
  dejó	
   reposar	
  durante	
  media	
  hora,	
  

tras	
   lo	
  cual	
   se	
  agregó	
  el	
  precipitado	
  a	
   las	
  placas.	
   La	
  cantidad	
   total	
  de	
  ADN	
   fue	
   igualada	
  en	
  

todas	
  las	
  muestras	
  con	
  el	
  vector	
  vacío.	
  Al	
  día	
  siguiente	
  las	
  células	
  fueron	
  lavadas	
  con	
  PBS	
  1X	
  y	
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se	
  les	
  puso	
  medio	
  DMEM	
  suplementado	
  con	
  un	
  10%	
  de	
  suero.	
  Se	
  dejó	
  un	
  tiempo	
  oportuno	
  

para	
  el	
  crecimiento	
  de	
  las	
  células	
  y	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  exógena	
  (1	
  ó	
  2	
  días).	
  	
  

	
  

2.1.2. Transfección	
  con	
  DEAE-­‐DEXTRANO	
  

Este	
  método	
  de	
  transfección	
  fue	
  utilizado	
  principalmente	
  para	
  la	
  transfección	
  de	
  células	
  

COS-­‐7,	
  plaqueadas	
  el	
  día	
  previo	
  a	
   la	
  transfección	
  en	
  condiciones	
  de	
  baja	
  confluencia.	
  Al	
  día	
  

siguiente	
   se	
  preparó	
   la	
  mezcla	
  de	
   transfección	
   consistente	
  en:	
  2,5	
  ml	
  de	
  medio	
  DMEM	
  sin	
  

suero,	
  2	
  μl	
  de	
  	
  sulfato	
  de	
  dextrano	
  (10	
  mg/ml	
  en	
  PBS	
  1X),	
  10	
  μl	
  de	
  cloroquina	
  (60	
  mg/ml	
  en	
  

PBS	
  1X)	
  y	
  el	
  ADN	
  del	
  ensayo	
  en	
  cuestión.	
  Previamente	
  a	
  añadir	
  esta	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  a	
  

las	
  células,	
  éstas	
  fueron	
  lavadas	
  con	
  PBS	
  1X.	
  Se	
  incubaron	
  las	
  células	
  con	
  la	
  mezcla	
  durante	
  2	
  

horas	
  a	
  37ºC,	
  al	
  cabo	
  de	
  ese	
  tiempo,	
  se	
  retiró	
  la	
  mezcla	
  de	
  transfección	
  y	
  se	
  sometieron	
  las	
  

células	
   a	
   un	
   choque	
   con	
   dimetilsulfóxido	
   (DMSO)	
   al	
   10%	
   (en	
   PBS	
   1X)	
   durante	
   2	
   minutos.	
  

Posteriormente,	
   se	
   lavaron	
   las	
   células	
   con	
   PBS	
   1X	
   y	
   se	
   añadió	
   3	
   ml	
   de	
   medio	
   de	
   cultivo	
  

suplementado	
  con	
  suero	
  y	
  antibióticos.	
  Por	
  lo	
  general	
  las	
  células	
  fueron	
  incubadas	
  48	
  horas	
  y	
  

más	
  tarde	
  sometidas	
  a	
  los	
  tratamientos	
  pertinentes.	
  

	
  

2.1.3. Transfección	
  con	
  el	
  reactivo	
  FuGene	
  

Este	
  método	
  de	
  transfección	
  aporta	
  la	
  ventaja	
  de	
  que	
  las	
  células	
  pueden	
  ser	
  pasadas	
  en	
  el	
  

mismo	
  momento	
   de	
   la	
   transfección,	
   sin	
   necesidad	
   de	
   plaquear	
   las	
   células	
   el	
   día	
   antes.	
   En	
  

contra,	
  su	
  eficiencia	
  es	
  muy	
  baja	
  por	
   lo	
  que	
  puede	
  ser	
  buen	
  método	
  para	
   la	
  generación	
  de	
  

sublíneas	
   estables.	
   Además	
   también	
   se	
   puede	
   usar	
   para	
   las	
   células	
   que	
   vayan	
   a	
   ser	
  

procesadas	
   para	
   inmunofluorescencia,	
   ya	
   que	
   es	
   el	
   método	
   que	
   menos	
   señal	
   de	
   fondo	
  

genera.	
  	
  

En	
  primer	
  lugar	
  se	
  realizó	
  una	
  mezcla	
  con	
  3	
  μl	
  del	
  reactivo	
  FuGene	
  y	
  97	
  μl	
  de	
  medio	
  de	
  

cultivo	
  DMEM.	
   Se	
  agitó	
   la	
  mezcla	
   y	
   se	
  dejó	
   reposar	
  durante	
  5	
  minutos.	
   Posteriormente	
   se	
  

añadió	
   la	
   cantidad	
   de	
   ADN	
   necesario,	
   agitando	
   de	
   nuevo	
   y	
   dejándolo	
   20	
  minutos	
  más	
   de	
  

reposo.	
  A	
  continuación,	
   la	
  mezcla	
  generada	
  se	
  añadió	
  a	
   las	
  células	
  encima	
  de	
  su	
  medio	
  de	
  

cultivo	
   completo.	
   Las	
   células	
   permanecieron	
   con	
   la	
   mezcla	
   el	
   tiempo	
   necesario	
   para	
   la	
  

expresión	
  de	
  la	
  proteína,	
  normalmente	
  1	
  ó	
  2	
  días.	
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2.1.4. Transfección	
  con	
  Lipofectamina	
  

Se	
  empleó	
  este	
  método	
  para	
  transfectar	
  aquellas	
  células	
  que	
  requerían	
  una	
  eficiencia	
  de	
  

transfección	
  alta.	
  Se	
  usó	
  tanto	
  en	
  solitario,	
  como	
  en	
  combinación	
  con	
  el	
   reactivo	
  Plus	
  para	
  

aumentar	
   aún	
   más	
   la	
   eficiencia.	
   Se	
   añadieron	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   reactivos	
   en	
   un	
   volumen	
  

determinado	
   de	
   medio	
   DMEM	
   sin	
   suplementar	
   (los	
   volúmenes	
   recomendados	
   por	
   el	
  

fabricante)	
  por	
  separado.	
  Después	
  de	
  15	
  minutos,	
  se	
   juntaron	
   las	
  dos	
  mezclas	
  y	
  se	
  dejaron	
  

otros	
   15	
   minutos	
   más	
   de	
   incubación.	
   La	
   mezcla	
   se	
   echó	
   sobre	
   las	
   células,	
   previamente	
  

lavadas	
   con	
   PBS	
   1X,	
   dejándolas	
   en	
   medio	
   DMEM	
   sin	
   suplementar	
   y	
   la	
   mezcla	
   generada.	
  

Después	
   de	
   5	
   horas,	
   el	
   medio	
   de	
   las	
   células	
   fue	
   completado	
   hasta	
   dejarlo	
   con	
   una	
  

concentración	
   de	
   suero	
   de	
   10%.	
   Se	
   dejaron	
   las	
   células	
   24-­‐48	
   horas	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   que	
  

expresaran	
  la	
  proteína	
  exógena.	
  

Posteriormente	
  a	
  cada	
  tipo	
  de	
  técnica	
  de	
  transfección	
  empleada	
  y	
  una	
  vez	
  sometidas	
  a	
  

las	
   condiciones	
   deseadas	
   en	
   cada	
   experimento,	
   las	
   células	
   se	
   recogieron	
   en	
   hielo,	
   o	
   a	
  

temperatura	
  ambiente,	
  con	
  el	
  tampón	
  de	
  lisis	
  adecuado	
  para	
  cada	
  experimento	
  en	
  concreto.	
  

	
  

2.2. Obtención	
  de	
  sublíneas	
  estables	
  

A	
  partir	
  de	
   las	
   células	
  parentales	
   se	
   transfectaron	
  diferentes	
   vectores,	
   en	
   función	
  de	
   la	
  

sublínea	
   que	
   se	
   pretendía	
   generar,	
   siguiendo	
   distintos	
   métodos	
   de	
   transfección,	
  

generalmente	
   Lipofectamina	
   o	
   FuGene.	
   Todos	
   los	
   vectores	
   usados	
   llevan	
   un	
   gen	
   de	
  

resistencia	
   a	
   algún	
   antibiótico	
   que	
   permite	
   seleccionar	
   las	
   células	
   transfectadas	
   con	
   la	
  

concentración	
  óptima	
  de	
  dicho	
  antibiótico.	
  Los	
  antibióticos	
  utilizados	
  para	
   la	
   realización	
  de	
  

dicha	
  tesis	
  han	
  sido	
  la	
  geneticina	
  (0.75	
  μg/μl)	
  o	
  zeocina	
  (300	
  μg/ml).	
  

Tras,	
  aproximadamente,	
  10	
  ó	
  15	
  días	
  en	
  presencia	
  del	
  antibiótico	
  se	
  obtuvieron	
  colonias	
  

puntuales,	
   que	
   permitieron	
   ser	
   aisladas	
   para	
   continuar	
   su	
   crecimiento	
   por	
   separado	
  

utilizando	
  para	
  ello	
  discos	
  de	
  tripsina.	
  En	
  otros	
  casos,	
  los	
  clones	
  de	
  colonias	
  transfectadas	
  se	
  

mezclaron	
   obteniendo	
   un	
   pool	
   de	
   sublíneas,	
   resultantes	
   de	
   la	
   misma	
   transfección.	
   La	
  

expresión	
   ectópica	
   de	
   cada	
   línea	
   fue	
   comprobada	
   mediante	
   la	
   técnica	
   de	
   western	
   blot,	
  

utilizando	
  para	
   su	
  detección	
  un	
   anticuerpo	
   frente	
   a	
   la	
   proteína	
   sobreexpresada,	
   o	
   bien	
  un	
  

anticuerpo	
  para	
  un	
  epítopo	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  que	
  la	
  proteína	
  lo	
  portara.	
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2.3. Líneas	
  celulares	
  utilizadas	
  

LINEA	
  CELULAR	
   ORIGEN	
   MEDIO	
  DE	
  
PROPAGACIÓN	
  

HEK	
  293T	
   Células	
  embrionarias	
  de	
  riñón	
  humano.	
  
Antígeno	
  T	
  positivas	
   DMEM	
  10%	
  SF	
  

COS	
  7	
   Fibroblastos	
  de	
  riñón	
  de	
  mono	
  verde	
  
africano	
   DMEM	
  10%	
  SF	
  

NIH	
  3T3	
   Fibroblastos	
  embrionarios	
  murinos	
   DMEM	
  10%	
  CS	
  

MEFs	
   Fibroblastos	
  embrionarios	
  murinos	
   DMEM	
  10%	
  SF	
  

MEFS	
  H/N-­‐RAS	
  
-­‐/-­‐	
   Fibroblastos	
  embrionarios	
  murinos	
   DMEM	
  10%	
  SF	
  

MCF-­‐7	
   Células	
  epiteliales	
  mamarias	
  humanas	
   DMEM	
  10%	
  SF	
  

HeLa	
   Células	
  epiteliales	
  de	
  endometrio	
  humanas	
   DMEM	
  10%	
  SF	
  

	
  

Todas	
   las	
   líneas	
   fueron	
   mantenidas	
   a	
   una	
   temperatura	
   de	
   37	
   ºC,	
   5%	
   de	
   CO2	
   y	
   una	
  

humedad	
  de	
  95%.	
  

	
  

2.4. Tratamientos	
  para	
  las	
  líneas	
  celulares	
  

En	
  muchos	
  casos,	
  durante	
  este	
  trabajo,	
  se	
  han	
  utilizado	
  ciertos	
  tratamientos	
  o	
  fármacos	
  

con	
  el	
  fin	
  de	
  estimular	
  las	
  células	
  en	
  función	
  del	
  experimento	
  a	
  realizar.	
  En	
  todas	
  las	
  cinéticas	
  

de	
   activación	
   de	
   los	
   distintos	
   componentes	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
   las	
   MAPKs,	
   las	
   células	
   eran	
  

privadas	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  horas	
  y	
  posteriormente	
  se	
  procedía	
  a	
   la	
  estimulación	
  con	
   los	
  

distintos	
  tratamientos.	
  Los	
  tiempos	
  de	
  estimulación	
  están	
  indicados	
  en	
  cada	
  experimento.	
  	
  

Posteriormente,	
  las	
  células	
  eran	
  lisadas	
  en	
  el	
  tampón	
  de	
  lisis	
  adecuado	
  y	
  se	
  procedía	
  a	
  su	
  

análisis	
  por	
  diferentes	
  técnicas.	
  Los	
  tratamientos	
  empleados	
  y	
  sus	
  concentraciones	
  son:	
  

	
  

	
  

Tabla	
  3.3.	
  Resumen	
  de	
   las	
   líneas	
   celulares	
  utilizadas	
  en	
  el	
   trabajo.	
   Se	
  detallan	
   las	
   diferentes	
   líneas	
  
celulares	
  que	
  se	
  han	
  utilizado	
  para	
  la	
  realización	
  de	
  este	
  trabajo.	
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3. ANÁLISIS	
  DE	
  PROTEÍNAS	
  

3.1. Detección	
  de	
  proteínas	
  por	
  western	
  blot	
  

Para	
   la	
  obtención	
  de	
   los	
  extractos	
  totales	
  de	
  proteína	
  proveniente	
  de	
  cultivos	
  celulares,	
  

después	
  del	
   tratamiento	
  oportuno	
  si	
   fuera	
  necesario,	
   se	
  eliminó	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  de	
   las	
  

placas,	
   y	
   se	
   lisaron	
   con	
   el	
   volumen	
   adecuado	
   de	
   un	
   tampón	
   de	
   lisis	
   apropiado.	
   Para	
   los	
  

experimentos	
  con	
   la	
   líneas	
  de	
  MEFs	
  y	
  MCF-­‐7	
  se	
  usó	
  un	
  tampón	
  de	
   lisis	
  constituido	
  por:	
  20	
  

mM	
  HEPES	
  pH	
  7.5,	
  10	
  Mm	
  EGTA,	
  40	
  mM	
  β-­‐glicerofosfato,	
  1%	
  detergente	
  no	
  iónico	
  NP40,	
  2.5	
  

mM	
   MgCl2,	
   1mM	
   ortovanadato,	
   1mM	
   DTT	
   y	
   extemporáneamente	
   10μg/ml	
   aprotinina	
   y	
  

10μg/ml	
   leupeptina.	
  Para	
   la	
  obtención	
  de	
   lisados	
  en	
   los	
  experimentos	
  con	
   la	
   línea	
  HeLa	
  se	
  

usó	
  un	
  tampón	
  constituido	
  por:	
  20	
  mM	
  Tris	
  pH	
  7.4,	
  137	
  mM	
  NaCl,	
  10%	
  glicerol,	
  0.1%	
  SDS,	
  1%	
  

Tritón	
   X-­‐100,	
   0.5%	
   deoxicolato	
   sódico,	
   2	
   mM	
   EDTA,	
   10	
   μg/ml	
   aprotinina	
   y	
   10	
   μg/ml	
  

leupeptina.	
  Las	
  células	
  se	
  recogieron	
  y	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  13.000	
  rpm,	
  durante	
  7	
  minutos	
  y	
  a	
  

4	
  ºC,	
  para	
  su	
  clarificación.	
  Se	
  separaron	
  los	
  extractos	
  de	
  proteínas	
  del	
  resto	
  de	
  componentes	
  

de	
   las	
  células	
  y	
  se	
  procedió	
  a	
   la	
  cuantificación	
  de	
   la	
  concentración	
  proteica	
  de	
  cada	
   lisado.	
  

Para	
   la	
  determinación	
  de	
   la	
   cantidad	
  de	
  proteína	
   se	
  usó	
  el	
  método	
  de	
  Bradford	
   (Bradford,	
  

1975),	
  empleando	
  la	
  albúmina	
  de	
  suero	
  bovino	
  (BSA)	
  para	
  establecer	
  una	
  recta	
  patrón,	
  y	
  se	
  

realizó	
  la	
  medida	
  a	
  una	
  longitud	
  de	
  onda	
  de	
  620	
  nm	
  en	
  un	
  aparato	
  de	
  ELISA.	
  

Se	
  tomaron	
  aproximadamente	
  50	
  μg	
  de	
  proteína,	
  a	
  los	
  que	
  se	
  añadió	
  tampón	
  Laemli	
  5X	
  

(100	
  mM	
  Tris	
  pH	
  6.8,	
  4%	
  SDS,	
  20%	
  glicerol,	
  20	
  mM	
  DTT	
  y	
  0.005%	
  azul	
  de	
  bromofenol).	
  	
  Tras	
  

hervir	
   las	
  muestras	
  durante	
  cinco	
  minutos,	
  se	
  sometieron	
  a	
  electroforesis	
  en	
  un	
  gel	
  vertical	
  

de	
  poliacrilamida	
  (29:1)-­‐SDS	
  (dodecil	
  sulfato	
  sódico)	
  de	
  un	
  porcentaje	
  adecuado	
  al	
  tamaño	
  de	
  

TRATAMIENTO	
   CONCENTRACIÓN	
   CÉLULAS	
  ESTIMULADAS	
  

EGF	
   50	
  ng/ml	
   MEFs,	
  MCF-­‐7,	
  HeLa	
  
EGF	
   5	
  ng/ml,	
  1	
  ng/ml	
   HeLa	
  
TPA	
   10	
  μM	
   MEFs	
  
LPA	
   10	
  μM	
   MEFs	
  
HRG	
   30	
  ng/ml	
   MCF-­‐7	
  

Tabla	
  3.4.	
  Resumen	
  de	
   los	
  tratamientos	
  utilizados	
  en	
  el	
   trabajo.	
  Se	
  detallan	
   los	
  estímulos	
  utilizados	
  
durante	
  la	
  realización	
  de	
  la	
  tesis,	
  detallando	
  la	
  concentración	
  y	
  la	
  línea	
  celular	
  en	
  la	
  que	
  se	
  utilizaron.	
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la	
   proteína	
   a	
   analizar.	
   	
   Se	
   usó	
   un	
   porcentaje	
   del	
   12%	
   de	
   acrilamida	
   para	
   las	
   proteínas	
  

menores	
   de	
   45	
   kDa,	
   del	
   10%	
   para	
   detectar	
   proteínas	
   entre	
   45	
   y	
   100	
   kDa,	
   y	
   del	
   8%	
   para	
  

proteínas	
  de	
  gran	
  peso	
  molecular.	
  La	
  electroforesis	
  vertical	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  un	
  tampón	
  con	
  

25	
   mM	
   Trizma	
   base,	
   192	
   mM	
   glicina	
   y	
   0.1%	
   SDS.	
   	
   Las	
   proteínas	
   se	
   trasfirieron	
   a	
   una	
  

membrana	
  de	
  nitrocelulosa	
  fijando	
  el	
  amperaje	
  en	
  400	
  mA	
  durante	
  el	
  tiempo	
  apropiado	
  en	
  

función	
  del	
  tamaño	
  de	
  la	
  proteína,	
  en	
  un	
  tampón	
  de	
  Trizma	
  base	
  25	
  nM	
  y	
  192	
  mM	
  Glicina,	
  o	
  

bien	
  en	
  membranas	
  de	
  PVDF	
  a	
  un	
  voltaje	
  constante	
  de	
  100	
  V	
  durante	
  una	
  hora	
  en	
  un	
  tampón	
  

Trizma	
  base	
  25	
  nM,	
  192	
  mM	
  glicina	
  y	
  10%	
  metanol.	
  

Finalizada	
  la	
  transferencia,	
  las	
  membranas	
  se	
  incubaron	
  durante	
  una	
  hora,	
  a	
  temperatura	
  

ambiente	
  y	
  con	
  agitación,	
  en	
  una	
  solución	
  de	
  TBS-­‐T	
  (Tris	
  Buffered	
  Saline-­‐Tween;	
  20	
  mM	
  Tris	
  

pH	
   7.5,	
   137	
  mM	
  NaCl	
   y	
   0.05%	
   de	
   Tween	
   20)	
   con	
   un	
   4%	
   de	
   BSA,	
   para	
   bloquear	
   los	
   sitios	
  

inespecíficos.	
  Tras	
  ello,	
  los	
  filtros	
  fueron	
  incubados	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  (0.2-­‐0.4	
  μg/ml	
  

o	
  las	
  concentraciones	
  indicadas	
  por	
  la	
  casa	
  comercial,	
  en	
  cada	
  caso	
  concreto)	
  diluido	
  en	
  BSA	
  

al	
  4%	
  en	
  TBS-­‐T	
  durante	
  una	
  hora	
  como	
  mínimo.	
  Se	
  realizaron	
  dos	
  lavados	
  con	
  TBS-­‐T	
  durante	
  

un	
   total	
   de	
   quince	
  minutos,	
   tras	
   los	
   cuales	
   se	
   incubaron	
   los	
   filtros	
   con	
   el	
   correspondiente	
  

anticuerpo	
  secundario	
  conjugado	
  a	
  peroxidasa,	
  diluido	
  1:5.000	
  o	
  1:10.000	
  en	
   leche	
  al	
  0.4%	
  

en	
  TBS-­‐T	
  durante	
  una	
  hora	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Se	
  realizaron	
  de	
  nuevo	
  dos	
  lavados	
  con	
  

TBS-­‐T	
   y	
   se	
  procedió	
   a	
   la	
   detección	
  de	
   la	
   proteína	
  por	
   quimioluminiscencia	
   utilizando	
  el	
  kit	
  

ECLTM.	
   Se	
   realizó	
   una	
   autorradiografía	
   de	
   los	
   filtros	
   con	
   películas	
   Kónica	
   que	
   nos	
   permitió	
  

detectar	
  una	
  banda	
  allí	
  donde	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  había	
  reconocido	
  de	
  forma	
  específica	
  la	
  

proteína	
  de	
  interés.	
  

	
  

ANTICUERPO	
   ESPECIFICIDAD	
   DILUCIÓN	
   CASA	
  COMERCIAL	
  

Anti-­‐HA	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐7392	
  

Anti-­‐Flag	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Stratagene;	
  200472-­‐21	
  

Anti-­‐HRas	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐520	
  

Anti-­‐NRas	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐519	
  

Anti-­‐KRas	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:500	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐521	
  

Anti-­‐panRas	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Calbiochem;	
  op-­‐41	
  

Anti-­‐pERK	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐7383	
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ANTICUERPO	
   ESPECIFICIDAD	
   DILUCIÓN	
   CASA	
  COMERCIAL	
  

Anti-­‐ERK2	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐154	
  

Anti-­‐ERK2	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐1647	
  

Anti-­‐pRSK1	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Cell	
  Signaling;	
  9344S	
  

Anti-­‐RSK1	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐231	
  

Anti-­‐pElk1	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐8406	
  

Anti-­‐Elk1	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐355	
  

Anti-­‐pMEK	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:500	
   Cell	
  Signaling;	
  9121S	
  

Anti-­‐MEK	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Cell	
  Signaling;	
  4694S	
  

Anti-­‐ErbB2	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   Calbiochem;	
  op-­‐15	
  

Anti-­‐RhoGDI	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐360	
  

Anti-­‐laminA/C	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐20680	
  

Anti-­‐transferrina	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   ZYMED;	
  13-­‐6890	
  

Anti-­‐calreticulina	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   BDBiosciences;	
  612136	
  

Anti-­‐EGFR	
   Policlonal	
  de	
  conejo	
   1:1.000	
   Santa	
  Cruz;	
  sc-­‐03	
  

Anti-­‐caveolina	
   Monoclonal	
  de	
  ratón	
   1:1.000	
   BDBiosciences;	
  610057	
  

Anti-­‐MOUSE-­‐HRP	
  
(IgG	
  de	
  ratón)	
  

Cabra	
   1:5.000	
   Biorad;	
  170-­‐5047	
  

Anti-­‐RABBIT-­‐HRP	
  
(IgG	
  de	
  conejo)	
  

Cabra	
   1:5.000	
   Biorad;	
  170-­‐5046	
  

	
  

3.2. Detección	
  de	
  proteínas	
  por	
  inmunofluorescencia	
  

Las	
  células	
  se	
  crecieron	
  hasta	
  subconfluencia	
  sobre	
  cubreobjetos	
  de	
  vidrio	
  de	
  10	
  mm	
  de	
  

diámetro,	
   que	
   previamente	
   habían	
   sido	
   esterilizados.	
   En	
   el	
   momento	
   de	
   hacer	
   la	
  

inmunofluorescencia,	
  las	
  células	
  se	
  lavaron	
  con	
  PBS	
  1X	
  y	
  se	
  fijaron	
  con	
  una	
  solución	
  al	
  3.7%	
  

de	
  paraformaldehído	
  en	
  PBS	
  1X,	
  durante	
  10	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente.	
  Tras	
  la	
  fijación	
  

de	
  las	
  células,	
  se	
  realizaron	
  dos	
  lavados	
  con	
  PBS	
  1X,	
  cinco	
  minutos	
  cada	
  lavado,	
  seguido	
  por	
  

un	
   lavado	
   con	
  0.1	
  M	
  de	
  glicina	
   y	
   tres	
   lavados	
   con	
  PBS	
  1X.	
   En	
  el	
   caso	
  en	
  el	
   que	
   las	
   células	
  

tuvieran	
  que	
  ser	
  permeabilizadas,	
  se	
   incubaron	
  durante	
  15	
  minutos	
  con	
  una	
  dilución	
  0.1	
  M	
  

Tabla	
   3.5.	
   Resumen	
   de	
   los	
   anticuerpos	
   utilizados	
   para	
   la	
   detección	
   de	
   proteínas.	
   Se	
   detallan	
   los	
  
diferentes	
   anticuerpos	
   utilizados,	
   tanto	
   primarios	
   como	
   secundarios,	
   detallando	
   la	
   casa	
   comercial,	
   la	
  
referencia	
  del	
  producto	
  así	
  como	
  la	
  concentración	
  a	
  la	
  cual	
  se	
  han	
  utilizado.	
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de	
  glicina,	
  0.5%	
  de	
  Tritón	
  X-­‐100	
  en	
  PBS,	
  seguido	
  por	
  tres	
  lavados	
  de	
  PBS	
  1X	
  de	
  cinco	
  minutos	
  

cada	
  uno.	
  A	
  continuación,	
  las	
  células	
  se	
  incubaron	
  con	
  el	
  anticuerpo	
  primario	
  necesario	
  a	
  una	
  

concentración	
  1/75	
  o	
  1/100,	
  durante	
  una	
  hora	
  en	
  una	
  cámara	
  húmeda.	
  Tras	
  tres	
  lavados	
  con	
  

PBS,	
   de	
   cinco	
   minutos	
   cada	
   uno,	
   se	
   añadió	
   el	
   anticuerpo	
   secundario	
   conjugado	
   con	
   un	
  

fluoróforo:	
  FITC	
  (Conjugado	
  con	
  Isotiocianato	
  de	
  Fluoresceína)	
  o	
  bien	
  Texas	
  Red,	
  incubándolo	
  

durante	
  45-­‐50	
  minutos	
  en	
  una	
  cámara	
  húmeda	
  y	
  en	
  oscuridad.	
  Transcurrido	
  ese	
  tiempo,	
  se	
  

realizaron	
  dos	
  nuevos	
  lavados,	
  de	
  cinco	
  minutos	
  cada	
  uno,	
  con	
  PBS	
  1X.	
  

En	
   el	
   caso	
   de	
   los	
   ensayos	
   de	
   doble	
   marcaje	
   por	
   inmunofluorescencia,	
   el	
   anticuerpo	
  

primario	
   de	
   cada	
   una	
   de	
   las	
   proteínas	
   debe	
   ser	
   de	
   diferente	
   especie	
   para	
   poder	
   detectar	
  

cada	
  uno	
  de	
  ellos	
  con	
  un	
  fluoróforo	
  diferente.	
  	
  

Por	
  último,	
  se	
  añadió	
  sobre	
  un	
  portaobjetos	
  una	
  gota	
  de	
  medio	
  de	
  montaje	
  Vectashield,	
  y	
  

posteriormente	
  se	
  colocó	
  encima	
  el	
  cubre	
  con	
  las	
  células	
  tratadas	
  previamente.	
  Las	
  células	
  se	
  

examinaron	
  mediante	
  microscopía	
   de	
   fluorescencia	
   (fotomicroscopio	
   Axiophot,	
   Carl	
   Zeiss).	
  

Las	
   imágenes	
   se	
   digitalizaron	
   y	
   procesaron	
   utilizando	
   el	
   paquete	
   informático	
   de	
   Adobe	
  

Photoshop.	
  

	
  

3.3. Obtención	
  de	
  proteínas	
  recombinantes	
  para	
  los	
  ensayos	
  de	
  unión	
  “in	
  vitro”	
  

El	
  sistema	
  de	
  fusión	
  génica	
  GST	
  (Glutatione	
  S-­‐transferase)	
  es	
  un	
  método	
  muy	
  útil	
  para	
  la	
  

purificación	
  de	
  proteínas	
  producidas	
  en	
  E.coli	
  como	
  proteínas	
  fusión	
  con	
  GST	
  de	
  Schistosoma	
  

japonicum.	
  Los	
  plásmidos	
  pGEX	
  están	
  diseñados	
  para	
  obtener	
  elevados	
  niveles	
  de	
  expresión	
  

inducible.	
  	
  

Se	
  utilizaron	
  para	
   la	
   obtención	
  de	
   las	
   proteínas	
   recombinantes	
   fusionadas	
  dos	
   tipos	
  de	
  

cepas	
  bacterianas	
  procedentes	
  de	
  E.coli:	
  DH5α	
  y	
  Rossetta.	
  Se	
  inoculó	
  un	
  cultivo	
  de	
  50	
  ml	
  de	
  

medio	
  LB	
  durante	
  16	
  horas	
  aproximadamente,	
  a	
  una	
  temperatura	
  de	
  37	
  ºC.	
  Al	
  día	
  siguiente	
  

el	
   inóculo	
   se	
   diluyo	
   en	
   medio	
   LB	
   fresco,	
   llevándolo	
   a	
   un	
   volumen	
   de	
   400	
   ml	
   y	
   se	
   creció	
  

durante	
   4	
   horas	
   más	
   a	
   37	
   ºC.	
   La	
   inducción	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   las	
   proteínas	
   se	
   realizó	
  

añadiendo	
   IPTG	
   (isopropil-­‐β-­‐Dtiogalactopiranósido)	
   a	
   una	
   concentración	
   de	
   0.1	
   mM,	
  

incubándolo	
  durante	
  4	
  horas	
  más	
  a	
  37	
  ºC.	
  	
  

En	
  el	
  momento	
  de	
  recoger	
  las	
  bacterias,	
  se	
  centrifugó	
  a	
  6.000	
  rpm	
  durante	
  10	
  minutos	
  y	
  

se	
  resuspendieron	
  en	
  10	
  ml	
  de	
  tampón	
  I:	
  PBS	
  1X,	
  1%	
  NP40,	
  10	
  μg/ml	
  aprotinina	
  y	
  10	
  μg/ml	
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leupeptina.	
  Posteriormente	
  se	
  sonicó	
  durante	
  7	
  minutos	
  a	
  una	
  amplitud	
  de	
  80%	
  y	
  0,9	
  ciclos.	
  

El	
   extracto	
  del	
   sonicado	
   se	
   centrifugó	
  a	
  3.500	
   rpm	
  durante	
  30	
  minutos	
  a	
  4	
   ºC,	
   recogiendo	
  

posteriormente	
  el	
   sobrenadante	
  al	
  que	
   se	
   le	
  añadió	
  500	
  μl	
  de	
  Glutation-­‐Sepharose	
   4B	
  que	
  

nos	
   permite	
   recuperar	
   la	
   proteína	
  GST,	
   para	
   lo	
   cual	
   se	
   incubó	
  3	
   horas	
   a	
   4	
   ºC	
   en	
   agitación	
  

orbital.	
  La	
  matriz	
  de	
  Glutation-­‐Sepharose	
  4B	
  con	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión	
  asociada,	
  se	
  lavó	
  tres	
  

veces	
  con	
  el	
  tampón	
  I,	
  anteriormente	
  usado	
  para	
  la	
  resuspensión,	
  dos	
  veces	
  más	
  con	
  PBS	
  frío	
  

y	
  una	
  última	
  vez	
  con	
  el	
  tampón	
  MLB:	
  25	
  mM	
  Hepes	
  pH	
  7.5,	
  150	
  mM	
  de	
  NaCl,	
  1%	
  Nonidet-­‐

P40,	
  10%	
  glicerol,	
  25	
  mM	
  NaF,	
  10	
  mM	
  MgCl2,	
  1	
  mM	
  EDTA,	
  y	
  1	
  mM	
  ortovanadato	
  sódico.	
  La	
  

matriz	
  de	
  Glutation-­‐Sepharose	
  4B	
  se	
  diluyó	
  con	
  este	
  último	
  tampón	
  en	
  una	
  relación	
  1:1	
  para	
  

su	
  conservación	
  a	
  4	
  ºC.	
  

En	
   algunos	
   de	
   los	
   ensayos	
   se	
   utilizó	
   una	
   proteína	
   recombinante	
   comercial	
   para	
   ERK2,	
  

fusionada	
  con	
  GST	
  en	
  el	
  extremo	
  amino	
  terminal,	
  obtenida	
  tras	
  la	
  expresión	
  en	
  E.coli	
  y	
  tras	
  la	
  

activación	
  con	
  MEK1.	
  

	
  

3.4. Ensayo	
  in	
  vitro	
  pull-­‐down	
  

El	
  ensayo	
  in	
  vitro	
  pull-­‐down	
  se	
  usó	
  para	
  medir	
  la	
  tasa	
  de	
  intercambio	
  de	
  nucleótidos	
  o	
  lo	
  

que	
   es	
   lo	
   mismo	
   para	
   medir	
   la	
   actividad	
   de	
   las	
   GTPasas	
   estudiadas	
   en	
   este	
   trabajo.	
   Las	
  

células,	
   una	
   vez	
   cultivadas	
   y	
   tratadas	
   según	
   el	
   experimento,	
   se	
   lavaron	
   con	
   PBS	
   1X	
   y	
   se	
  

lisaron	
   con	
   el	
   tampón	
  MLB	
   (descrito	
   anteriormente	
   en	
   el	
   apartado	
   sobre	
   la	
   obtención	
   de	
  

proteínas	
   recombinantes)	
   junto	
   a	
   inhibidores	
   de	
   proteasas.	
   Los	
   lisados	
   se	
   centrifugaron	
  

durante	
   10	
   minutos	
   a	
   13.000	
   rpm	
   para	
   poder	
   recoger	
   el	
   sobrenadante	
   con	
   la	
   fracción	
  

proteica.	
  De	
  dicho	
  sobrenadante	
  se	
  guardó	
  una	
  pequeña	
  parte	
   (40	
  μl)	
   y	
  el	
   resto	
   se	
   incubó	
  

durante	
  una	
  hora	
  con	
  la	
  proteína	
  fusión	
  GST-­‐Raf-­‐RBD	
  en	
  agitación	
  orbital	
  a	
  4	
  ºC.	
  Contamos	
  

con	
  dos	
  plásmidos	
  que	
   codifican	
  para	
  esta	
  proteína	
  que	
  difieren	
  en	
  el	
   tamaño	
  de	
  Raf-­‐RBD	
  

fusionado	
  a	
  GST,	
  el	
  dominio	
  RBD	
  de	
  Raf	
  es	
  reconocido	
  por	
  Ras	
  en	
  su	
  estado	
  activo	
  uniéndose	
  

a	
  esa	
  región.	
  

Tras	
   la	
   incubación	
  de	
   los	
   lisados	
  con	
   la	
  proteína	
  fusión,	
  se	
  realizaron	
  dos	
   lavados	
  con	
  el	
  

tampón	
  MLB,	
  recogiendo	
  en	
  la	
  última	
  centrifugación	
  los	
  precipitados	
  que	
  contenían	
  la	
  matriz	
  

de	
  glutation	
  a	
   la	
  cual	
  estaba	
  unida	
  la	
  proteína	
  GST-­‐RBD	
  y	
  a	
   la	
  cual	
  se	
  une	
  Ras	
  en	
  su	
  estado	
  

activo.	
   Por	
  último,	
   se	
   realizó	
   el	
  western	
  blot	
   tanto	
  de	
   los	
  precipitados	
   como	
  de	
   los	
   lisados	
  

totales,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  se	
  determinó	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
  activo	
  tras	
  cuantificar	
  la	
  cantidad	
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de	
  Ras	
  detectado	
  en	
  los	
  precipitados	
  en	
  relación	
  a	
  la	
  cantidad	
  total	
  de	
  Ras	
  detectado	
  en	
  los	
  

lisados	
  separados	
  de	
  los	
  sobrenadantes	
  en	
  los	
  primeros	
  pasos	
  del	
  protocolo.	
  

	
  
3.5. Detección	
  de	
  dímeros	
  de	
  ERK	
  en	
  condiciones	
  nativas	
  

Para	
  la	
  detección	
  de	
  los	
  dímeros	
  de	
  ERK	
  en	
  condiciones	
  nativas	
  se	
  prepararon	
  los	
  lisados	
  

totales	
   de	
   las	
   proteínas	
   en	
   iguales	
   condiciones	
   que	
   los	
   procesados	
   en	
   condiciones	
  

desnaturalizantes.	
   Sin	
   embargo	
   el	
   tampón	
   de	
   carga	
   (2X)	
   que	
   se	
   utilizó	
   se	
   basa	
   en	
   una	
  

solución	
  de	
  0.126	
  M	
  Tris-­‐HCl	
  pH	
  6.8,	
  20%	
  glicerol	
  y	
  0.02%	
  azul	
  de	
  bromofenol.	
  

Los	
  lisados	
  se	
  separaron	
  por	
  electroforesis	
  en	
  condiciones	
  nativas,	
  esto	
  es	
  en	
  un	
  tampón	
  

de	
  electroforesis	
  Trizma	
  base	
  25	
  nM	
  y	
  192	
  mM	
  Glicina,	
  y	
  en	
  geles	
  de	
  poliacrilaminda	
  (29:1)	
  

sin	
  SDS,	
  a	
  un	
  porcentaje	
  del	
  8%.	
  Posteriormente,	
  se	
  transfirieron	
  los	
  geles	
  a	
  membranas	
  de	
  

nitrocelulosa	
   a	
   un	
   amperaje	
   constante	
   de	
   400	
   mA	
   durante	
   80	
   minutos.	
   Por	
   último	
   se	
  

procedió	
  a	
  la	
  detección	
  de	
  ERK	
  con	
  un	
  anticuerpo	
  específico	
  para	
  ERK2.	
  	
  

	
  

3.6. Fraccionamiento	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  en	
  gradiente	
  de	
  sacarosa	
  con	
  Tritón-­‐

X100	
  

Se	
   crecieron	
   las	
   células	
   en	
   placas	
   de	
   100	
   mm	
   hasta	
   tener	
   una	
   confluencia	
  

aproximadamente	
  del	
  80%,	
  en	
  el	
  momento	
  de	
  realizar	
  el	
   fraccionamiento	
  se	
  recogieron	
  las	
  

células	
  con	
  PBS	
  1X	
  frío	
  y	
  se	
  centrifugaron	
  durante	
  5	
  minutos	
  a	
  1.500	
  rpm.	
  El	
  precipitado	
  de	
  

las	
  células	
  se	
  resuspendió	
  en	
  500	
  μl	
  de	
  tampón	
  TNET:	
  50	
  mM	
  Tris-­‐HCl	
  pH	
  7.4,	
  150	
  mM	
  NaCl,	
  5	
  

mM	
  EDTA,	
  0.25%	
  Tritón	
  X-­‐100,	
  10	
  μg/ml	
  aprotinina,	
  10	
  μg/ml	
  leupeptina	
  y	
  1	
  mM	
  PMSF.	
  Para	
  

facilitar	
   su	
   solubilidad	
   se	
   pasaron	
   los	
   lisados	
   por	
   jeringuillas	
   de	
   1	
  ml	
   con	
   agujas	
   de	
   25G	
   y	
  

posteriormente	
   se	
   incubaron	
   durante	
   30	
   minutos	
   a	
   4	
   ºC	
   en	
   un	
   agitador	
   orbital.	
  

Posteriormente,	
  se	
  añadieron	
  500	
  μl	
  de	
  sacarosa	
  al	
  90%,	
  quedando	
  la	
  mezcla	
  al	
  45%,	
  la	
  cual	
  

la	
  colocamos	
  sobre	
  en	
  el	
  fondo	
  de	
  un	
  tubo	
  Beckman	
  blando	
  de	
  5	
  ml.	
  Sobre	
  esta	
  muestra	
  se	
  

añadieron	
   3.4	
  ml	
   de	
   sacarosa	
   al	
   35%	
   y	
   1	
   ml	
   de	
   sacarosa	
   al	
   16%	
   (todas	
   las	
   soluciones	
   de	
  

sacarosa	
  se	
  disolvieron	
  en	
  el	
  tampón	
  TNET).	
  Los	
  tubos	
  se	
  llevaron	
  a	
  ultracentrifugación	
  en	
  un	
  

rotor	
  SW	
  65	
  ó	
  MLS-­‐50	
  a	
  41000	
  rpm	
  durante	
  16-­‐18	
  horas	
  a	
  4	
  ºC.	
  	
  

Cuando	
  se	
  sacan	
  los	
  tubos	
  de	
  la	
  ultracentrífuga	
  se	
  puede	
  observar	
  un	
  gradiente	
  continuo,	
  

en	
  el	
  que	
  la	
  parte	
  superior	
  corresponde	
  a	
  la	
  muestra	
  menos	
  concentrada	
  en	
  sacarosa	
  y	
  en	
  el	
  

fondo	
  del	
   tubo	
  queda	
   la	
  mayor	
   concentración	
  de	
  muestra.	
   Se	
   recogieron	
  12	
   fracciones	
   de	
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400	
  μl	
  cada	
  una	
  en	
  orden	
  creciente	
  de	
  concentración.	
  Una	
  parte	
  de	
  cada	
  lisado	
  se	
  utilizó	
  para	
  

realizar	
  el	
  western	
  blot,	
  añadiéndole	
  el	
  tampón	
  de	
  carga	
  LAEMLI,	
  y	
  separándolo	
  en	
  geles	
  de	
  

poliacrilamida	
  (29:1)-­‐SDS.	
  	
  

	
  
3.7. Fraccionamiento	
  retículo	
  endoplasmático-­‐membrana	
  plasmática	
  

Se	
  necesitaron	
  una	
  gran	
  cantidad	
  de	
  células	
  para	
  realizar	
  el	
  fraccionamiento	
  y	
  purificación	
  

de	
   retículo	
   endoplasmático,	
   de	
   tal	
  manera	
   que	
   se	
   prepararon	
   4	
   placas	
   de	
   100	
  mm	
   a	
   una	
  

confluencia	
  al	
  80%.	
  En	
  el	
  momento	
  de	
  realizar	
  el	
  fraccionamiento,	
  en	
  primer	
  lugar,	
  se	
  lavaron	
  

las	
   células	
   con	
   PBS	
   1X,	
   y	
   se	
   lisaron	
   las	
   células	
   durante	
   10	
  minutos	
   con	
   el	
   tampón	
   de	
   lisis	
  

hipotónico	
   (	
   10	
   mM	
   HEPES	
   pH	
   7.3,	
   1.5	
   mM	
   MgCl2,	
   5	
   mM	
   KCl,	
   1	
   mM	
   e	
   inhibidores	
   de	
  

proteasas).	
   A	
   continuación	
   se	
   homogeneizaron	
   los	
   lisados	
   realizando	
   20	
   pases	
   por	
   un	
  

homogeneizador	
  Dounze	
  (8,010	
  mm	
  de	
  diámetro	
  y	
  5	
  μm	
  de	
  hueco),	
  centrifugando	
  después	
  a	
  

700	
  g	
  durante	
  3	
  minutos	
  a	
  4	
  ºC.	
  Se	
  tomó	
  el	
  sobrenadante	
  resultante,	
  que	
  contenía	
  el	
  citosol	
  y	
  

las	
  membranas,	
  y	
  se	
  procedió	
  a	
  una	
  nueva	
  centrifugación	
  a	
  40.000	
  g	
  durante	
  30	
  minutos	
  a	
  4	
  

ºC.	
  Las	
  membranas	
  celulares	
  se	
  localizaron	
  en	
  el	
  precipitado	
  resultante,	
  y	
  se	
  lavaron	
  una	
  vez	
  

con	
  el	
  tampón	
  de	
  lisis	
  hipotónico	
  usado	
  anteriormente	
  para	
  la	
  lisis	
  inicial.	
  Una	
  vez	
  lavadas	
  las	
  

membranas,	
  se	
  resuspendieron	
  en	
  un	
  500	
  μl	
  de	
  tampón	
  de	
  homogeneizar	
  (0.25	
  M	
  sacarosa,	
  

20	
  mM	
  Tris-­‐HCl	
  pH	
  7.4,	
  25	
  mM	
  KCl	
  y	
  5	
  mM	
  MgCl2).	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  se	
  preparó	
  un	
  gradiente	
  discontinuo	
  de	
  iodixanol	
  del	
  2.5%-­‐30%	
  (a	
  partir	
  de	
  

una	
  solución	
  al	
  60%	
  en	
  tampón	
  de	
  homogeneizar).	
  De	
  tal	
  manera	
  que	
  en	
  un	
  tubo	
  Beckman	
  

blando	
   de	
   5	
   ml	
   se	
   depositaron	
   el	
   fondo	
   500	
   μl	
   de	
   la	
   solución	
   de	
   iodixanol	
   al	
   30%,	
  

posteriormente	
  se	
  añadió	
  suavemente	
  4	
  ml	
  de	
  la	
  solución	
  al	
  2.5%	
  de	
  iodixanol,	
  y	
  por	
  último	
  

se	
   añadió	
   500	
   μl	
   de	
   la	
  muestra.	
   Se	
   procedió	
   a	
   la	
   ultracentrifugación	
   de	
   la	
  muestra	
   a	
   una	
  

velocidad	
   de	
   100.000	
   g	
   durante	
   5-­‐6	
   horas,	
   recogiendo	
   los	
   tubos	
   nada	
   más	
   terminar	
   la	
  

centrifugación	
  para	
  que	
  el	
  gradiente	
  no	
  se	
  deshaga.	
  Se	
  recogieron	
  fracciones	
  de	
  100	
  μl	
  cada	
  

una	
  para	
  proceder	
  a	
  su	
  análisis	
  por	
  western	
  blot.	
  

	
  

3.8. Fraccionamiento	
  núcleo-­‐citoplasma	
  

Para	
  separar	
  los	
  diferentes	
  compartimentos	
  celulares:	
  núcleo	
  y	
  citoplasma,	
  se	
  recogieron	
  

las	
  células	
  en	
  el	
  tampón	
  A	
  (50	
  mM	
  β-­‐glicerofosfato	
  pH	
  7.3,	
  1.5	
  mM	
  EGTA,	
  1	
  mM	
  EDTA,	
  1	
  mM	
  

DTT,	
  1	
  mM	
  VO4,	
  50	
  μg/ml	
  PMF,	
  10	
  μg/ml	
  aprotinina	
  y	
  leupeptina)	
  mediante	
  centrifugación	
  a	
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12.000	
  rpm	
  a	
  4	
  ºC	
  durante	
  5	
  minutos.	
  Las	
  células	
  se	
  lisaron	
  en	
  el	
  tampón	
  B	
  (40	
  mM	
  HEPES	
  pH	
  

7.5,	
  0.1%	
  NP-­‐40,	
  5	
  mM	
  EGTA,	
  5	
  mM	
  MgCl2,	
  1	
  mM	
  DTT,	
  1	
  mM	
  benzamidina,	
  1	
  mM	
  VO4	
  ,	
  50	
  

μg/ml	
  PMF,	
  10	
  μg/ml	
  aprotinina	
  y	
   leupeptina)	
  para	
  obtener	
   la	
  fracción	
  citoplasmática	
  en	
  el	
  

sobrenadante	
  tras	
  una	
  nueva	
  centrifugación.	
  El	
  pellet	
  se	
  resuspendió	
  en	
  el	
  tampón	
  C	
  (50	
  mM	
  

β-­‐glicerofosfato	
  pH7.3,	
  420	
  nM	
  NaCl,	
  1.5	
  mM	
  MgCl2,	
  0.2	
  mM	
  EDTA,	
  1	
  mM	
  DTT,	
  25%	
  glicerol)	
  

y	
  se	
  sonicó	
  en	
  hielo	
  a	
  40W,	
  2	
  veces	
  durante	
  5	
  segundos;	
  mediante	
  centrifugación	
  a	
  12.000	
  

rpm	
  se	
  obtuvo	
  la	
  fracción	
  nuclear	
  (en	
  el	
  sobrenadante).	
  El	
  análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  o	
  actividad	
  

de	
  cada	
  proteína	
  se	
  hizo	
  por	
  western	
  blot	
  con	
  los	
  anticuerpos	
  adecuados	
  en	
  cada	
  caso.	
  

	
  

3.9. Ensayo	
  de	
  proliferación:	
  curvas	
  de	
  crecimiento	
  

Como	
  primer	
  paso,	
  las	
  células	
  de	
  cada	
  tipo	
  celular	
  con	
  las	
  que	
  se	
  iba	
  a	
  realizar	
  el	
  ensayo	
  

fueron	
   tripsinizadas	
   y	
   recogidas	
   para	
   ser	
   contadas	
   mediante	
   la	
   cámara	
   de	
   Neubauer	
   o	
   el	
  

empleo	
  del	
  Nucleocounter	
   (técnica	
  basada	
  en	
   la	
  tinción	
  con	
   ioduro	
  de	
  propidio	
  del	
  DNA	
  de	
  

los	
   núcleos).	
   Posteriormente,	
   tras	
   realizar	
   las	
   diluciones	
   oportunas,	
   las	
   células	
   fueron	
  

sembradas	
  en	
  igual	
  número	
  inicial,	
  utilizando	
  para	
  cada	
  punto	
  un	
  mínimo	
  de	
  dos	
  réplicas.	
  	
  

A	
   cada	
   tiempo	
   estimado	
   en	
   el	
   experimento	
   (normalmente	
   24	
   horas)	
   las	
   células	
   eran	
  

recogidas	
  en	
  tripsina,	
  a	
  la	
  que	
  se	
  añadía	
  medio	
  con	
  suero	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  inactivarla,	
  realizando	
  

el	
   contaje	
   en	
   cada	
   punto	
   con	
   cualquiera	
   de	
   los	
   dos	
   métodos	
   descritos	
   previamente,	
  

repitiendo	
  este	
  procedimiento	
  hasta	
  el	
  tiempo	
  máximo	
  requerido.	
  

	
  

3.10. Ensayo	
  de	
  formación	
  de	
  colonias	
  de	
  proliferación	
  

Para	
   estudiar	
   la	
   capacidad	
   proliferativa	
   de	
   las	
   células	
   en	
   diferentes	
   condiciones,	
   se	
  

sembraron	
  las	
  células	
  (MEFs)	
  a	
  muy	
  baja	
  densidad,	
  y	
  se	
  transfectaron	
  con	
  los	
  ADNs	
  de	
  interés	
  

con	
  lipofectamina	
  y	
  el	
  reactivo	
  plus.	
  

Una	
  vez	
  transfectadas,	
  se	
  añadió	
  al	
  medio	
  de	
  cultivo	
  el	
  antibiótico	
  de	
  selección	
  en	
  función	
  

del	
   gen	
   de	
   resistencia	
   que	
   portaban	
   los	
   plásmidos	
   utilizados.	
   En	
   nuestro	
   caso	
   se	
   utilizó	
   la	
  

zeocina	
   a	
   una	
   concentración	
   de	
   100	
   mg/ml.	
   Al	
   cabo	
   de	
   10-­‐15	
   días,	
   aquellas	
   células	
  

transfectadas	
   y	
   con	
   capacidad	
   proliferativa	
   habían	
   dado	
   lugar	
   a	
   una	
   colonia	
   formada	
   por	
  

células	
  procedentes	
  de	
  la	
  célula	
  transfectada	
  originalmente.	
  



Materiales	
  y	
  métodos	
  

	
  78 

Para	
   su	
   observación	
   y	
   determinación	
   se	
   tiñeron	
   las	
   placas	
   con	
   una	
   solución	
   al	
   5%	
   de	
  

GIEMSA	
   en	
   PBS	
   1X	
   durante	
   un	
  mínimo	
   de	
   dos	
   horas,	
   una	
   vez	
   que	
   las	
   células	
   habían	
   sido	
  

fijadas	
  con	
  metanol	
  durante	
  10	
  minutos.	
  Esto	
  nos	
  permitió	
  contar	
  las	
  células	
  en	
  cada	
  caso.	
  

El	
  rescate	
  proliferativo	
  de	
  las	
  proteínas	
  expresadas	
  se	
  calcula	
  según	
  el	
  número	
  de	
  colonias	
  

obtenido	
   en	
   ausencia	
   de	
   la	
   expresión	
   endógena	
   de	
   Ras	
   (en	
   presencia	
   de	
   4OH-­‐TMX)	
  

relativizado	
   con	
   el	
   número	
   de	
   colonias	
   obtenido	
   cuando	
   de	
   manera	
   endógena	
   se	
   está	
  

expresando	
  la	
  isoforma	
  K-­‐Ras	
  (en	
  ausencia	
  de	
  4OH-­‐TMX),	
  expresado	
  como	
  porcentaje.	
  

	
  

3.11. Tinción	
  de	
  lípidos	
  con	
  OilRed	
  

Para	
   estudiar	
   la	
   acumulación	
   de	
   lípidos	
   característica	
   de	
   las	
   células	
   diferenciadas	
   a	
  

fenotipo	
  adipocítico	
  en	
  diferentes	
  condiciones,	
  se	
  sembraron	
   las	
  células	
   (MCF7)	
  a	
  muy	
  alta	
  

densidad,	
  y	
  se	
  transfectaron	
  con	
  los	
  ADNs	
  de	
  interés	
  con	
  lipofectamina.	
  

A	
  las	
  24	
  horas	
  de	
  la	
  transfección,	
  se	
  pusieron	
  las	
  células	
  en	
  condiciones	
  de	
  ayuno	
  durante	
  

16	
  horas.	
  Pasado	
  ese	
  tiempo	
  se	
  añadió	
  HRG	
  	
  como	
  control	
  positivo	
  de	
  diferenciación,	
  y	
  EGF	
  a	
  

cada	
  una	
  de	
  las	
  condiciones	
  para	
  analizar.	
  Se	
  dejaron	
  las	
  células	
  en	
  esas	
  condiciones	
  durante	
  

7	
   días,	
   cambiando	
   el	
   medio	
   a	
   los	
   3-­‐4	
   días.	
   El	
   último	
   día	
   se	
   fijaron	
   las	
   células	
   durante	
   45	
  

minutos	
   con	
   paraformaldehído	
   al	
   10%,	
   seguido	
   de	
   un	
   lavado	
   con	
   agua	
   y	
   otro	
   lavado	
   con	
  

isopropanol	
  al	
  60%.	
  La	
  tinción	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  con	
  una	
  dilución	
  60:40	
  en	
  agua	
  de	
  una	
  solución	
  

stock	
  de	
  OilRed	
  preparada	
  el	
  día	
  anterior	
  a	
  una	
  concentración	
  de	
  75	
  mg/ml.	
  Después	
  de	
  1	
  

hora	
   se	
   quita	
   la	
   solución	
   de	
   tinción	
   y	
   se	
   lava	
   3	
   veces	
   con	
   agua.	
   Tras	
   tomar	
   las	
   fotografías	
  

oportunas,	
   se	
   procede	
   a	
   la	
   extracción	
   del	
   rojo	
   con	
   isopropanol	
   durante	
   10	
   minutos	
   y	
   se	
  

recoge	
  para	
  determinar	
   la	
  absorbancia	
  a	
  510-­‐540	
  nm.	
  A	
  continuación,	
   las	
  células	
  se	
   lisaron	
  

con	
   un	
   tampón	
   de	
   lisis	
   constituido	
   por	
   20	
   mM	
   HEPES	
   pH	
   7.5,	
   10	
   mM	
   EGTA,	
   40	
   mM	
   β-­‐

glicerofosfato,	
   1%	
   detergente	
   no	
   iónico	
   NP40,	
   2.5	
   mM	
  MgCl2	
   y	
   1	
   mM	
   ortovanadato.	
   Los	
  

lisados	
   obtenidos	
   se	
   utilizaron	
   para	
   la	
   cuantificación	
   de	
   proteína	
   por	
   el	
  método	
   Bradford,	
  

cuyos	
   datos	
   se	
   usaron	
   para	
   relativizar	
   los	
   datos	
   obtenidos	
   de	
   la	
   lectura	
   del	
   rojo.	
   En	
   las	
  

gráficas	
  de	
  los	
  resultados	
  se	
  representa	
  la	
  tasa	
  de	
  diferenciación	
  como	
  Abs	
  540/Abs	
  620.	
  

	
  

	
  



                                                                                                                                                   Materiales	
  y	
  métodos	
  

	
  

	
   79	
  

4. ANÁLISIS	
  INFORMÁTICO	
  

4.1. Análisis	
  de	
  los	
  western	
  blot	
  

Las	
   bandas	
   obtenidas	
   en	
   las	
   películas	
   tras	
   realizar	
   los	
  western	
   blot,	
   fueron	
   escaneadas	
  

mediante	
  el	
  programa	
  Adobe	
  Photoshop	
  CS4.	
  Para	
  cuantificar	
  la	
  intensidad	
  de	
  las	
  bandas	
  se	
  

usó	
  el	
  software	
  Image	
  J.	
  

	
  

4.2. Gráficas	
  y	
  diseños	
  

Todas	
   las	
   gráficas,	
   diagramas	
   y	
   diseños	
   de	
   este	
   trabajo	
   se	
   han	
   realizado	
   empleando	
   el	
  

software	
  GraphPad	
  Prism	
  5	
  y	
  el	
  PowerPoint2011.	
  

	
  

4.3. Análisis	
  estadístico	
  

Para	
   el	
   análisis	
   del	
   nivel	
   de	
   confianza	
   o	
   significancia	
   de	
   los	
   distintos	
   experimentos	
   se	
  

empleó	
  el	
  software	
  GraphPad	
  Prim	
  5.	
  

	
  

4.4. Bibliografía	
  

La	
  bibliografía	
  presente	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  realizó	
  usando	
  el	
  software	
  EndNote	
  X5.	
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IV. RESULTADOS	
  

	
  

	
  

	
  

1. EL	
  ESPACIO	
  COMO	
  REGULADOR	
  DE	
  LA	
  SEÑAL	
  RAS-­‐ERK	
  INDUCIDA	
  POR	
  EGF	
  

	
  

Hasta	
  el	
  momento,	
  el	
  modelo	
  matemático	
  elaborado	
  en	
  el	
  trabajo	
  de	
  Schoeberl	
  et	
  al,	
  es	
  

uno	
  de	
  los	
  más	
  completos	
  de	
  todos	
  los	
  propuestos	
  para	
  la	
  ruta	
  de	
  las	
  MAPKs.	
  Sin	
  embargo,	
  

en	
  este	
  modelo,	
  no	
  se	
  considera	
  el	
  microambiente	
  en	
  el	
  que	
  Ras	
  señaliza,	
  ni	
  los	
  mecanismos	
  

de	
  regulación	
  a	
  los	
  que	
  Ras	
  se	
  expone	
  en	
  función	
  del	
  sitio	
  subcelular	
  de	
  señalización.	
  

Tomando	
   como	
   base	
   este	
   modelo,	
   dentro	
   del	
   proyecto	
   europeo	
   SIMAP	
   (Simulation	
  

Modelling	
  of	
  the	
  MAP	
  kinase	
  Pathway),	
  se	
  ha	
  desarrollado	
  un	
  modelo	
  completo	
  y	
  sólido	
  de	
  la	
  

vía	
  de	
   las	
  MAPKs	
  corrigiendo	
  alguno	
  de	
   los	
  errores	
  que	
  el	
  anterior	
  modelo	
  mostraba.	
  En	
  el	
  

modelo	
  de	
   SIMAP	
   se	
  han	
  obtenido	
   los	
   parámetros	
   cinéticos	
   de	
   la	
   literatura	
   científica	
   y	
   de	
  

trabajos	
  experimentales,	
  creando	
  predicciones	
  cualitativas	
  y	
  verificándolas	
  con	
  experimentos	
  

independientes	
  con	
  la	
  participación	
  de	
  diferentes	
  grupos	
  de	
  investigación.	
  

Por	
  nuestra	
  parte,	
  de	
  manera	
  colaborativa,	
  hemos	
  aportado	
  los	
  datos	
  de	
  la	
  señalización	
  

de	
  Ras	
  desde	
  las	
  diferentes	
  localizaciones	
  subcelulares	
  a	
  este	
  modelo,	
  que	
  permite	
  al	
  modelo	
  

SIMAP	
  corregir	
  la	
  ausencia	
  de	
  este	
  dato	
  en	
  el	
  modelo	
  de	
  Schoeberl	
  et	
  al.	
  

	
  

1.1. Análisis	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   desde	
   las	
   distintas	
  

localizaciones	
  subcelulares	
  de	
  Ras	
  

Hoy	
   en	
   día	
   se	
   sabe	
   que	
   Ras	
   es	
   capaz	
   de	
   señalizar	
   desde	
   distintas	
   localizaciones	
  

subcelulares	
   como	
   membrana	
   plasmática	
   (tanto	
   membrana	
   desordenada	
   como	
   balsas	
  

lipídicas),	
   retículo	
   endoplasmático	
  o	
  Aparato	
  de	
  Golgi	
   entre	
  otras.	
  Además,	
   se	
   sabe	
  que	
  el	
  

sitio	
  desde	
  el	
  cual	
  Ras	
  señaliza	
  puede	
  ser	
  determinante	
  para	
  desencadenar	
  una	
  respuesta	
  u	
  

otra.	
  Por	
   todo	
  ello,	
  era	
  necesario	
  saber	
  cómo	
   la	
  señalización	
  de	
  Ras	
  desde	
  cada	
  una	
  de	
   las	
  

localizaciones	
  subcelulares	
  puede	
  regular	
   la	
   fosforilación	
  de	
  ERK,	
   tanto	
  en	
   intensidad	
  como	
  

en	
  duración	
  de	
  la	
  señal,	
  para	
  añadirlo	
  al	
  modelo	
  matemático	
  del	
  proyecto	
  SIMAP.	
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De	
  manera	
   consensuada	
   entre	
   todos	
   los	
   grupos	
   de	
   investigación	
   que	
   participan	
   en	
   el	
  

proyecto	
   SIMAP,	
   se	
   estableció	
   realizar	
   los	
   experimentos	
   en	
   la	
   línea	
   celular	
   HeLa	
   (células	
  

humanas	
  epiteliales	
  de	
  endometrio).	
   Esta	
   línea	
   celular	
   fue	
   seleccionada	
  por	
   ser	
  una	
  de	
   las	
  

más	
  usadas	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  la	
  transducción	
  de	
  señales,	
  lo	
  que	
  permite	
  encontrar	
  gran	
  parte	
  

de	
  los	
  parámetros	
  cinéticos	
  en	
  la	
  literatura	
  científica.	
  Además,	
  permite	
  utilizar	
  como	
  base	
  el	
  

modelo	
  de	
  Schoeberl	
  et	
  al,	
  en	
  el	
  que	
  se	
  utiliza	
  también	
  HeLa	
  como	
  línea	
  celular.	
  

Con	
  el	
  fin	
  de	
  analizar	
  la	
  señalización	
  de	
  Ras	
  desde	
  diferentes	
  localizaciones	
  subcelulares,	
  

bloqueamos	
   la	
   actividad	
   de	
   Ras	
   específicamente	
   en	
   sublocalizaciones	
   determinadas,	
  

mediante	
  el	
  empleo	
  de	
  plásmidos	
  que	
  expresaban	
   la	
  proteína	
  NF1-­‐GAP	
   (neurofibromatosis	
  

tipo	
   1)	
   unida	
   a	
   los	
   epítopos	
   que	
   permiten	
   dirigirla	
   a	
   las	
   localizaciones	
   deseadas:	
  M1	
   para	
  

retículo	
  endoplasmático,	
  LCK	
  para	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  KDEL	
  para	
  Aparato	
  de	
  Golgi.	
  Esta	
  

proteína	
   pertenece	
   al	
   grupo	
   de	
   proteínas	
   activadoras	
   de	
   GTPasas	
   (proteínas	
   GAP),	
   que	
  

favorecen	
   la	
   hidrólisis	
   de	
   GTP,	
   inactivando	
   de	
   esta	
  manera	
   a	
   Ras.	
   La	
   contribución	
   de	
   Ras	
  

desde	
  membrana	
  plasmática	
  es	
  estudiada	
  sólo	
  con	
  el	
  epítopo	
  LCK,	
  que	
  lo	
  dirige	
  a	
  las	
  balsas	
  

lipídicas,	
  y	
  no	
  se	
  estudia	
  la	
  contribución	
  desde	
  membrana	
  desordenada	
  ya	
  que	
  se	
  comprobó	
  

que,	
  de	
  manera	
  endógena,	
  Ras	
  está	
   localizado	
  de	
  manera	
  predominante	
  en	
  balsas	
   lipídicas	
  

(Figura	
  4.1).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  Así	
   es	
   posible	
   bloquear	
   la	
   actividad	
   de	
   Ras	
   en	
   cada	
   una	
   de	
   sus	
   localizaciones	
  

subcelulares,	
   y	
   analizar	
   el	
   efecto	
   sobre	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   en	
   cuanto	
   a	
   intensidad	
   y	
  

Figura	
   4.1.	
   Fraccionamiento	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   en	
   células	
   HeLa	
   Las	
   células	
   HeLa	
   fueron	
  
lisadas	
   y	
   procesadas	
   según	
   el	
   protocolo	
   descrito	
   para	
   la	
   separación	
   de	
   los	
   dominios	
   de	
   la	
   membrana	
  
plasmática	
   en	
   gradiente	
   de	
   sacarosa	
   con	
   Tritón	
   X-­‐100,	
   separando	
   las	
   balsas	
   lipídicas	
   de	
   la	
   membrana	
  
desordenada,	
   y	
   determinando,	
   mediante	
   western	
   blot,	
   la	
   presencia	
   de	
   H-­‐Ras	
   en	
   balsas	
   lipídicas.	
   TFR:	
  
receptor	
  de	
  transferrina;	
  Cav:	
  caveolina.	
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duración	
  en	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  casos,	
  analizando	
  de	
  esta	
  manera	
  la	
  contribución	
  de	
  las	
  distintas	
  

sublocalizaciones	
  a	
  la	
  señal	
  total.	
  	
  

Se	
  hizo	
  un	
  primer	
  abordaje,	
  estimulando	
  las	
  células	
  con	
  EGF	
  (5	
  ng/ml)	
  durante	
  5	
  minutos	
  

y	
   analizando	
   los	
   niveles	
   de	
   fosfo-­‐ERK	
   fruto	
   del	
   bloqueo	
   de	
   Ras	
   en	
   cada	
   localización	
  

subcelular.	
  Para	
  cuantificar	
  en	
  términos	
  absolutos	
   los	
  niveles	
  de	
  ERK	
  fosforilado,	
  utilizamos	
  

un	
   patrón	
   de	
   cantidades	
   conocidas	
   de	
   una	
   proteína	
   recombinante	
   GST-­‐ERK.	
   Observamos	
  

que,	
   el	
   bloqueo	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   Ras,	
   tanto	
   desde	
   membrana	
   plasmática	
   como	
   desde	
  

retículo	
   endoplasmático,	
   conlleva	
   una	
   reducción	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   ERK	
   fosforilado	
   hasta	
  

niveles	
  similares	
  al	
  control	
  de	
  células	
  sin	
  estimular,	
  mientras	
  que	
  la	
  inhibición	
  de	
  Ras	
  desde	
  el	
  

Aparato	
  de	
  Golgi	
  reduce	
  la	
  señalización	
  pero	
  de	
  manera	
  menos	
  pronunciada	
  (Figura	
  4.2).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Sabiendo	
  además	
  que	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  señal	
  es	
  de	
  gran	
  importancia	
  en	
  la	
  determinación	
  

de	
  una	
  respuesta	
  celular,	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  demostró	
  en	
  las	
  células	
  PC12	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  

EGF	
  y	
  NGF	
  (Marshall,	
  1995),	
  quisimos	
  analizar	
  cómo	
  eran	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  

en	
  función	
  del	
  bloqueo	
  de	
  las	
  distintas	
  subseñales	
  al	
  ser	
  bloqueadas	
  por	
  el	
  correspondiente	
  

NF1.	
  En	
  primer	
  lugar,	
  se	
  transfectaron	
  células	
  con	
  los	
  distintos	
  plásmidos:	
  M1-­‐NF1,	
  LCK-­‐NF1	
  y	
  

KDEL-­‐NF1,	
  se	
  estimularon	
  (previamente	
  privadas	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  horas)	
  con	
  EGF	
  a	
  una	
  

Figura	
   4.2.	
  Análisis	
   de	
   la	
   intensidad	
   en	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   tras	
   la	
   estimulación	
   con	
   EGF	
   en	
  
células	
   transfectadas	
   con	
   NF1	
   total,	
   M1-­‐NF1,	
   LCK-­‐NF1	
   y	
   KDEL-­‐NF1.	
   Células	
   HeLa	
   transfectadas	
   con	
  
pCEFL	
   (+),	
   M1-­‐NF1	
   (M1),	
   LCK-­‐NF1	
   (LCK)	
   y	
   KDEL-­‐NF1	
   (KDEL),	
   fueron	
   privadas	
   de	
   suero	
   (16	
   horas)	
   y	
  
estimuladas	
   con	
   EGF	
   (5	
   ng/ml)	
   durante	
   5	
   minutos,	
   lisadas	
   y	
   sometidas	
   a	
   electroforesis.	
   Se	
   realizó	
   un	
  
western	
  blot	
  para	
  analizar	
  la	
  cantidad	
  de	
  ERK	
  fosforilado	
  utilizando	
  como	
  patrón	
  cantidades	
  conocidas	
  de	
  
ERK	
  activo.	
  Análisis	
  estadístico	
  mediante	
  el	
  test	
  t	
  de	
  student;	
  (*)	
  p<0,05;	
  (**)	
  p<0,01,	
  relativo	
  a	
  las	
  células	
  
tratadas	
  con	
  EGF.	
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concentración	
  de	
  5	
  ng/ml	
  y	
  se	
  lisó	
  a	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  Se	
  analizaron	
  los	
  niveles	
  de	
  ERK	
  

fosforilado	
   en	
   cada	
   caso	
   y	
   se	
   estimó	
   la	
   cantidad	
   exacta	
   comparando	
   con	
   el	
   patrón	
   de	
  

cantidades	
  conocidas	
  de	
  ERK	
  activo	
  (Figura	
  4.3).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Observamos	
   que,	
   las	
   células	
   transfectadas	
   con	
   la	
   construcción	
   LCK-­‐NF1,	
   donde	
   el	
  

componente	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  está	
  bloqueado,	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  

ERK	
   es	
  mucho	
  más	
   baja	
   que	
   en	
   las	
   células	
   transfectadas	
   con	
   vector	
   vacío,	
   utilizado	
   como	
  

Figura	
  4.3.	
  Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK,	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  en	
  células	
  
HeLa	
   expresando	
   la	
   proteína	
   NF1,	
   dirigidas	
   específicamente	
   a	
   localizaciones	
   subcelulares.	
  Tras	
   la	
  
estimulación	
  con	
  EGF	
  (5	
  ng/ml),	
  las	
  células	
  previamente	
  privadas	
  de	
  suero	
  (16	
  horas)	
  fueron	
  lisadas	
  a	
  los	
  
distintos	
   tiempos	
   indicados,	
  para	
   cada	
  una	
  de	
   las	
   líneas.	
   Se	
   separaron	
  por	
  electroforesis	
  y	
  se	
  realizó	
  un	
  
western	
  blot	
  para	
   la	
  detección	
  de	
   fosfo-­‐ERK	
  y	
  se	
  cuantificó	
   la	
   intensidad	
  de	
  cada	
  banda,	
   relativizándolo	
  
con	
   sus	
   correspondientes	
   cantidades	
   de	
   ERK	
   detectado,	
   utilizando	
   como	
   patrón	
   de	
   cantidad	
   de	
   ERK	
  
activo,	
  una	
  proteína	
  recombinante	
  GST-­‐ERK	
  en	
  cantidades	
  conocidas.	
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control	
   del	
   experimento.	
   Se	
   observó	
   una	
   activación	
   rápida	
   a	
   los	
   dos	
   minutos	
   pero	
   poco	
  

intensa,	
   que	
   va	
   decayendo	
   paulatinamente	
   con	
   el	
   transcurso	
   del	
   tiempo.	
   En	
   el	
   caso	
   del	
  

bloqueo	
  de	
  Ras	
  en	
  retículo	
  endoplasmático,	
  utilizando	
  una	
  construcción	
  que	
  expresaba	
  M1-­‐

NF1,	
   pudimos	
   observar	
   también	
   un	
   descenso	
   en	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   con	
   respecto	
   al	
  

control,	
   aunque	
   algo	
   mayor	
   que	
   lo	
   observado	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   LCK-­‐NF1.	
   La	
   fosforilación	
   es	
  

sostenida	
   desde	
   los	
   2	
   minutos	
   hasta	
   los	
   15,	
   disminuyendo	
   posteriormente.	
   Por	
   último,	
  

cuando	
  las	
  células	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  la	
  construcción	
  KDEL-­‐NF1	
  bloqueando	
  Ras	
  en	
  el	
  

Aparato	
  de	
  Golgi,	
  sólo	
  se	
  observó	
  un	
  pequeño	
  descenso	
  en	
  el	
  pico	
  de	
  activación	
  con	
  respecto	
  

al	
  control,	
  aunque	
  la	
  señal	
  decayó	
  más	
  pronunciadamente	
  (Figura	
  4.3).	
  

	
  

1.2. Modelo	
  de	
  la	
  contribución	
  espacial	
  a	
  la	
  señal	
  Ras-­‐ERK	
  

Con	
  estos	
  datos	
  de	
   las	
  distintas	
   cinéticas	
  de	
   fosforilación	
  de	
  ERK	
   tras	
   el	
   bloqueo	
  de	
   la	
  

actividad	
  de	
  Ras	
  en	
  diferentes	
  localizaciones	
  subcelulares,	
  se	
  elaboró	
  el	
  modelo	
  de	
  activación	
  

de	
  Ras-­‐ERK	
  dependiente	
  de	
  la	
  sublocalización.	
  	
  

En	
  primer	
  lugar,	
  se	
  necesitó	
  una	
  cinética	
  control	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  Ras	
  endógena,	
  como	
  

control	
   de	
   la	
   señalización	
   total	
   de	
   Ras	
   en	
   células	
   HeLa.	
   Para	
   ello	
   se	
   realizó	
   la	
   técnica	
   de	
  

pulldown,	
   tras	
   lo	
   cual	
   observamos	
   que	
   se	
   producía	
   una	
   activación	
   inicial	
   de	
   Ras	
   a	
   los	
   2	
  

minutos	
   que	
   duraba	
   hasta	
   los	
   5	
   minutos	
   disminuyendo	
   posteriormente	
   hasta	
   niveles	
   casi	
  

basales	
  (Figura	
  4.4).	
  	
  

	
  

Figura	
   4.4.	
  Análisis	
   de	
   la	
   cinética	
  de	
   activación	
   de	
   Ras,	
   tras	
   la	
   estimulación	
   con	
   EGF,	
   en	
   células	
  
HeLa.	
  Tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  (5	
  ng/ml),	
  las	
  células	
  previamente	
  privadas	
  de	
  suero	
  (16	
  horas)	
  fueron	
  
lisadas	
  a	
  los	
  distintos	
  tiempos	
  indicados.	
  Tras	
  la	
  técnica	
  de	
  pulldown	
  y	
  tras	
  separar	
  una	
  pequeña	
  parte	
  de	
  
lisado	
  total,	
  las	
  muestras	
  se	
  separaron	
  por	
  electroforesis	
  y	
  se	
  realizó	
  un	
  western	
  blot	
  para	
  la	
  detección	
  de	
  
H-­‐Ras-­‐GTP	
   y	
   se	
   cuantificó	
   la	
   intensidad	
   de	
   cada	
   banda,	
   relativizándolo	
   con	
   sus	
   correspondientes	
  
cantidades	
  de	
  HRas	
  total.	
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Con	
   los	
   datos	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   tras	
   bloquear	
   a	
   Ras	
   en	
  

determinadas	
  localizaciones	
  subcelulares,	
  y	
  con	
  la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  endógeno,	
  se	
  

procedió	
  al	
  análisis	
  bioinformático	
  y	
  a	
  la	
  elaboración	
  del	
  modelo	
  de	
  simulación	
  con	
  el	
  soporte	
  

informático	
   adecuado.	
   Debido	
   a	
   su	
   gran	
   extensión,	
   los	
   datos	
   relativos	
   a	
   los	
   análisis	
   de	
  

sensibilidad	
   del	
   modelo,	
   así	
   como	
   los	
   análisis	
   estocásticos	
   de	
   las	
   diferentes	
   variables	
  

consideradas,	
  se	
  presentan	
  adjunto	
  a	
  este	
  trabajo	
  como	
  archivo	
  digital	
  (Algorithms	
  for	
  model	
  

solution,	
  analysis	
  and	
  initial	
  hypothesis).	
  El	
  modelo	
  de	
  la	
  contribución	
  de	
  las	
  sublocalizaciones	
  

de	
  Ras	
  a	
   la	
  señal	
  se	
  ha	
  elaborado	
  asumiendo	
  que:	
  1)	
  Ras	
  se	
  distribuye	
  en	
  tres	
  poblaciones,	
  

tanto	
  en	
  su	
  forma	
  activa	
  como	
  inactiva,	
  2)	
   las	
  tres	
  poblaciones	
  de	
  Ras-­‐GTP	
  activa	
   la	
  misma	
  

población	
   de	
   Raf,	
   y	
   3)	
   cada	
   población	
   de	
   Ras	
   está	
   determinada	
   por	
   tres	
   parámetros:	
   la	
  

cantidad	
  total	
  de	
  Ras,	
  la	
  tasa	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  la	
  tasa	
  de	
  desactivación	
  de	
  Ras.	
  

Según	
  el	
  modelo	
  generado,	
  el	
  bloqueo	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  Ras	
  desde	
  el	
  Aparato	
  de	
  Golgi,	
  

no	
  contribuye	
  mucho	
  a	
  la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  total,	
  mientras	
  que	
  si	
  se	
  bloquea	
  la	
  

activación	
  de	
  Ras	
  desde	
  membrana	
  plasmática	
   se	
  produciría	
  un	
  descenso	
  muy	
  significativo	
  

afectando	
  no	
  sólo	
  a	
   la	
   intensidad	
  sino	
  también	
  a	
   la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  ERK,	
  siendo	
  la	
  

activación	
  mucho	
  más	
  lenta	
  y	
  tres	
  veces	
  menor,	
  aunque	
  más	
  mantenida	
  en	
  el	
  tiempo	
  (Figura	
  

4.5.A).	
  

Al	
  comparar	
  la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  en	
  las	
  células	
  control	
  con	
  la	
  de	
  las	
  células	
  sin	
  

señal	
  desde	
  retículo	
  endoplasmático,	
   también	
  encontramos	
  un	
  descenso	
  en	
   la	
   fosforilación	
  

de	
   ERK,	
   aunque	
   de	
   forma	
  menos	
   pronunciada	
   que	
   cuando	
   bloqueamos	
   desde	
  membrana	
  

plasmática,	
  y	
  con	
  una	
  cinética	
  similar	
  a	
  la	
  de	
  las	
  células	
  control	
  en	
  cuanto	
  a	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  

misma.	
   Las	
   mayores	
   diferencias,	
   según	
   este	
   modelo,	
   aparecen	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
  

obtenida	
   si	
   bloqueáramos	
   la	
   actividad	
   de	
   Ras	
   en	
   membrana	
   plasmática,	
   tras	
   lo	
   cual	
  

obtendríamos	
   una	
   cinética	
   de	
   activación	
   más	
   lenta	
   y	
   más	
   sostenida	
   en	
   el	
   tiempo	
   (Figura	
  

4.5.A).	
  

Además,	
  se	
  simularon	
  tres	
  situaciones	
  en	
  las	
  cuales	
  la	
  señalización	
  en	
  dos	
  localizaciones	
  

son	
   inhibidas	
   al	
   tiempo,	
   proporcionando	
   una	
   predicción	
   para	
   el	
   caso	
   de	
   doble	
   knockout,	
  

donde	
   dos	
   poblaciones	
   específicas	
   de	
   moléculas	
   Ras-­‐GAP	
   fueran	
   empleadas	
  

simultáneamente	
  para	
  dirigirlas	
  a	
  un	
  par	
  de	
  sublocalizaciones,	
  dejando	
  sólo	
  una	
  localización	
  

activa.	
  Es	
  decir,	
  la	
  cinética	
  estipulada	
  para	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  desde	
  membrana	
  plasmática	
  

sería	
   la	
   consecuente	
   del	
   doble	
   bloqueo	
   en	
   el	
   retículo	
   endoplasmático	
   y	
   Aparato	
   de	
  Golgi.	
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Según	
  este	
  modelo,	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  desde	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  sería	
  rápida	
  al	
  igual	
  

que	
  la	
  desactivación.	
  Sin	
  embargo,	
  cuando	
  Ras	
  está	
  activo	
  desde	
  el	
  retículo	
  endoplasmático	
  

la	
   activación	
   de	
   ERK	
   sería	
   también	
   rápida	
   (aunque	
   no	
   tanto	
   como	
   desde	
   membrana	
  

plasmática)	
   pero	
   con	
  una	
  desactivación	
  más	
   lenta.	
   En	
   el	
   caso	
  de	
   la	
   actividad	
  de	
   ERK	
  en	
  el	
  

Aparato	
   de	
   Golgi	
   se	
   estipula	
   una	
   activación	
   muy	
   lenta	
   con	
   un	
   leve	
   mantenimiento	
   en	
   el	
  

tiempo	
  (Figura	
  4.5.B).	
  	
  

En	
   cuanto	
   a	
   la	
   contribución	
  de	
   la	
   señal	
   desde	
   las	
   localizaciones	
   estudiadas,	
   podríamos	
  

decir	
  que	
  Ras	
  desde	
  membrana	
  plasmática	
  contribuiría	
  más	
  intensamente	
  que	
  desde	
  retículo	
  

endoplasmático,	
   siendo	
  Ras	
  desde	
  Aparato	
  de	
  Golgi	
   quien	
  menos	
   contribuye.	
   Teniendo	
  en	
  

cuenta	
  que	
  la	
  desactivación	
  en	
  el	
  retículo	
  endoplasmático	
  es	
  más	
  lenta,	
  según	
  la	
  predicción	
  

del	
   modelo	
   SIMAP,	
   se	
   deduce	
   que	
   Ras	
   en	
   el	
   retículo	
   endoplasmático	
   contribuye	
   a	
   una	
  

cinética	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  sostenida	
  en	
  el	
  tiempo,	
  al	
  contrario	
  que	
  la	
  contribución	
  de	
  Ras	
  

en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  que	
  conlleva	
  a	
  una	
  activación	
  de	
  ERK	
  transitoria.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  la	
  

contribución	
   de	
   Ras	
   en	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   afecta	
   a	
   los	
   tiempos	
   cortos	
   tras	
   la	
  

estimulación	
   con	
   EGF	
   mientras	
   que	
   Ras	
   en	
   el	
   retículo	
   endoplasmático	
   contribuye	
   a	
   los	
  

tiempos	
  largos	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  ERK.	
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El	
  modelo	
   requería	
   ser	
   corroborado	
  de	
  alguna	
  manera,	
   y	
  un	
  abordaje	
  que	
  planteamos	
  

fue	
   transfectar	
   células	
   HeLa	
   con	
   un	
   plásmido	
   que	
   nos	
   permitiera	
   expresar	
   de	
   manera	
  

exógena	
   la	
   proteína	
   APT1.	
   Se	
   trata	
   de	
   una	
   proteína	
   acilo-­‐tioesterasa	
   1,	
   cuya	
   función	
   es	
  

eliminar	
   los	
  grupos	
  palmitoil	
  que	
  permiten	
  el	
  anclaje	
  de	
  ciertas	
  proteínas,	
  como	
  el	
  caso	
  de	
  

Ras,	
  a	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  (Duncan	
  and	
  Gilman,	
  1998).	
  H-­‐Ras	
  tiene	
  dos	
  grupos	
  palmitoil	
  

en	
  los	
  grupos	
  Cys181	
  y	
  Cys184,	
  por	
  lo	
  que	
  APT1	
  es	
  capaz	
  de	
  eliminar	
  uno	
  de	
  ellos	
  o	
  los	
  dos,	
  

permitiendo	
  liberar	
  a	
  H-­‐Ras	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  incrementando	
  la	
  concentración	
  de	
  

Ras	
  en	
  endomembranas.	
  De	
  esta	
  manera,	
  podríamos	
  comparar	
   la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  

ERK	
   cuando	
   se	
   bloquea	
   Ras	
   en	
   la	
   membrana	
   plasmática,	
   con	
   la	
   cinética	
   de	
   las	
   células	
  

transfectadas	
  con	
  APT1	
  que	
  impiden	
  las	
  funciones	
  de	
  Ras	
  desde	
  la	
  membrana	
  plasmática.	
  	
  

Al	
   transfectar	
   las	
   células	
   con	
   APT1	
   (que	
   se	
   marcó	
   con	
   un	
   epítopo	
   flag	
   para	
   su	
  

reconocimiento	
  por	
  western	
  blot),	
  observamos	
  una	
   fosforilación	
  de	
  ERK	
  rápida	
  y	
  de	
  menos	
  

intensidad	
   a	
   la	
   de	
   las	
   células	
   control,	
   sin	
   embargo,	
   la	
   desactivación	
   es	
  mucho	
  más	
   lenta	
   y	
  

como	
  consecuencia,	
   la	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  más	
  mantenida,	
   lo	
  que	
  corrobora	
   la	
  

predicción	
  del	
  modelo	
  matemático	
  (Figura	
  4.6).	
  

COMPONENTE	
   KON	
  (1/M*s)	
   KOFF	
  (1/s)	
  
PM-­‐RasGTP	
   6*105	
   0,18	
  

ER-­‐RasGTP	
   1*105	
   0,006	
  

GG-­‐RasGTP	
   7*103	
   0,001	
  

Figura	
   4.5.	
  Modelo	
   de	
   simulación	
   de	
   la	
   vía	
   de	
   ERK.	
   A.	
   Simulación	
   de	
   cómo	
   sería	
   la	
   cinética	
   de	
  
activación	
  de	
  ERK,	
  si	
  estuviera	
  bloqueada	
  en	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  localizaciones	
  estudiadas.	
  B.	
  Simulación	
  de	
  la	
  
contribución	
  de	
  Ras	
  en	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  localizaciones	
  estudiadas	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  total.	
  C.	
  Datos	
  de	
  
las	
   constantes	
  de	
  activación	
  y	
  desactivación	
  en	
   cada	
  una	
  de	
   las	
   localizaciones	
  subcelulares.	
  RE:	
   retículo	
  
endoplasmático;	
   PM:	
   membrana	
   plasmática;	
   GG:	
   Ap.	
   de	
   Golgi;	
   KON:	
   Constante	
   de	
   activación;	
   KOFF:	
  
Constante	
  de	
  desactivación;	
  M:	
  número	
  de	
  moléculas;	
  S:	
  segundos	
  
	
  

C.	
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2. EVALUACIÓN	
  DEL	
  MODELO	
  SIMAP	
  EN	
  OTRA	
  LÍNEA	
  CELULAR	
  

	
  

En	
   el	
  modelo	
   anterior,	
   se	
   propone	
   que	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
   ocurre	
   sobre	
   todo	
   desde	
  

membrana	
   plasmática,	
   generando	
   una	
   respuesta	
   rápida	
   y	
   transitoria,	
   mientras	
   que	
   desde	
  

endomembranas	
   la	
  contribución	
  es	
  mucho	
  menor	
  siendo	
  ésta	
  más	
   tardía	
  y	
  sostenida	
  en	
  el	
  

tiempo.	
  

Se	
   realizó	
   una	
   validación	
   del	
  modelo	
   en	
   las	
   células	
  HeLa	
   utilizando	
   como	
   estrategia	
   la	
  

sobreexpresión	
  de	
  Apt1,	
   con	
   lo	
  que	
   se	
   concentró	
  H-­‐Ras	
   en	
  endomembranas,	
   y	
   se	
  observó	
  

que	
   ciertamente	
   la	
   señalización	
   de	
   ERK	
   desde	
   endomembranas	
   era	
   algo	
   más	
   tardía	
   y	
  

sostenida	
  en	
  el	
  tiempo.	
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Figura	
  4.6.	
  Análisis	
  de	
  la	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK,	
  cuando	
  Ras	
  está	
  liberado	
  de	
  su	
  anclaje	
  a	
  
membrana	
   plasmática	
   por	
   la	
   acción	
   de	
   APT1.	
   Células	
   HeLa	
   fueron	
   transfectadas	
   con	
   un	
   plásmido	
  
portador	
  de	
  APT1,	
  privadas	
  de	
  suero	
  por	
  16	
  horas,	
  estimuladas	
  con	
  EGF	
  (5ng/ml)	
  y	
  lisadas	
  a	
  los	
  tiempos	
  
indicados.	
   Por	
   western	
   blot,	
   se	
   inmunodetectó	
   los	
   niveles	
   de	
   ERK	
   fosforilado,	
   relativizándolo	
   con	
   la	
  
cantidad	
  de	
  ERK	
  total	
  en	
  cada	
  punto.	
  
	
  

CONTROL	
   APT1	
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Llegados	
   a	
   este	
   punto,	
   estimamos	
   determinar	
   la	
   validez	
   del	
   modelo	
   en	
   otras	
   líneas	
  

celulares,	
  y	
  por	
  otros	
  medios,	
  por	
   lo	
  que	
  nos	
  propusimos	
  evaluar	
  el	
  modelo	
  SIMAP	
  en	
  una	
  

situación	
  en	
  la	
  que	
  tuviésemos	
  Ras	
  exclusivamente	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática.	
  

Hoy	
   en	
   día,	
   es	
   bien	
   sabido	
   que	
   las	
   diferentes	
   isoformas	
   de	
   Ras	
   (H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras)	
  

presentan	
   un	
   procesamiento	
   post-­‐traduccional	
   diferente,	
   y	
   por	
   ello	
   la	
   localización	
   de	
   las	
  

mismas	
  es	
  distinta	
  dentro	
  de	
   la	
  célula.	
  Mientras	
  que	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  pueden	
  encontrarse	
  en	
  

diferentes	
   dominios	
   celulares,	
   la	
   isoforma	
   K-­‐Ras	
   se	
   localiza	
   principalmente	
   en	
   membrana	
  

plasmática,	
   aunque	
   existen	
   poblaciones	
   residuales	
   en	
   retículo	
   endoplasmático	
   aunque	
   con	
  

menor	
  importancia	
  funcional.	
  	
  

Para	
   afrontar	
   esta	
   cuestión	
   era	
   imprescindible	
   un	
   modelo	
   celular	
   que	
   nos	
   permitiera	
  

eliminar	
  la	
  expresión	
  de	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  la	
  única	
  isoforma	
  presente	
  fuera	
  K-­‐

Ras	
  y	
  toda	
  la	
  señalización	
  de	
  Ras	
  fuera	
  desde	
  la	
  membrana	
  plasmática.	
  En	
  colaboración	
  con	
  

el	
  grupo	
  liderado	
  por	
  el	
  Dr.	
  Mariano	
  Barbacid	
  hemos	
  podido	
  utilizar,	
  con	
  este	
  fin,	
  fibroblastos	
  

embrionarios	
  de	
  ratón	
  (MEFs)	
  modificados,	
  donde	
   la	
  expresión	
  endógena	
  de	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  

había	
   sido	
   eliminada,	
   por	
   lo	
   tanto	
   expresaban	
   sólo	
   la	
   isoforma	
   K-­‐Ras,	
   necesaria	
   para	
   su	
  

proliferación,	
  pero	
  expresándolo	
  de	
  una	
  manera	
  condicional	
  (Drosten	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Esto	
  nos	
  

permite	
  eliminar	
  también	
  la	
  expresión	
  de	
  K-­‐Ras,	
  utilizándolo	
  como	
  control	
  negativo,	
  ya	
  que	
  

podremos	
  saber	
  si	
  toda	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  obtenida	
  es	
  consecuencia	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  

K-­‐Ras	
  en	
  este	
  modelo	
  celular.	
  	
  

Los	
   fibroblastos	
   K-­‐Ras	
   knockout	
   condicionales	
   presentan	
   el	
   gen	
   k-­‐ras	
   flanqueado	
   por	
  

secuencias	
   loxP,	
   de	
   tal	
  manera	
  que	
   tras	
  el	
   suministro	
  de	
  hidroxitamoxifeno	
   (4OH-­‐TMX),	
   se	
  

induce	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  recombinasa	
  Cre,	
  de	
  manera	
  específica	
  en	
  estas	
  células,	
  con	
  lo	
  que	
  

se	
   reconocen	
   las	
   secuencias	
   loxP	
   y	
   se	
   produce	
   la	
   recombinación	
   de	
   dichos	
   sitios,	
   con	
   la	
  

consecuente	
   eliminación	
   del	
   gen	
   k-­‐ras.	
   De	
   esta	
   manera,	
   utilizando	
   el	
   tamoxifeno	
   a	
   una	
  

concentración	
  de	
  600	
  nM	
  durante	
  7-­‐10	
  días	
  éramos	
  capaces	
  de	
  eliminar	
   la	
  expresión	
  de	
  K-­‐

Ras	
  (Figura	
  4.7.A).	
  

En	
  primer	
   lugar	
   realizamos	
  una	
   comprobación	
  del	
  modelo,	
  para	
   corroborar	
  que	
   tras	
   la	
  

administración	
   de	
   hidroxitamoxifeno	
   se	
   producía	
   la	
   eliminación	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   K-­‐Ras.	
  

Igualmente,	
   comprobamos	
   que	
   la	
   eliminación	
   de	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras	
   afectaba	
   a	
   la	
  

proliferación	
  celular,	
  observando	
  una	
  parada	
  proliferativa	
  en	
  los	
  fibroblastos	
  mantenidos	
  con	
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hidroxitamoxifeno	
  durante	
  10	
  días,	
  asociándose	
  a	
  la	
  ausencia	
  de	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  (Figura	
  

4.7.B).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Como	
  consecuencia,	
   también	
   se	
  observa	
  un	
   cambio	
   fenotípico	
  de	
   las	
   células,	
  mientras	
  

que	
   los	
   fibroblastos	
   crecidos	
   en	
   ausencia	
   de	
   tamoxifeno	
   crecen	
   con	
   normalidad	
   (Figura	
  

4.7.C),	
   los	
  fibroblastos	
  crecidos	
  en	
  presencia	
  de	
  tamoxifeno,	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  carentes	
  de	
  Ras,	
  

cambian	
  su	
  morfología.	
  Los	
  MEFs	
  Ras	
  null	
  muestran	
  un	
  tamaño	
  mucho	
  mayor	
  que	
  los	
  MEFs	
  

H/N	
   -­‐/-­‐,	
   con	
   una	
   morfología	
   típica	
   de	
   células	
   senescentes	
   pero	
   sin	
   presentar	
   marcadores	
  

propios	
  de	
  senescencia	
  según	
  lo	
  descrito	
  (Drosten	
  et	
  al.,	
  2010),	
  se	
  trata	
  simplemente	
  de	
  una	
  

parada	
  proliferativa.	
  

	
  

Figura	
   4.7.	
  Comprobación	
   de	
   la	
   eliminación	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras	
   y	
   su	
   efecto	
  
biológico.	
  A.	
  Mediante	
  la	
  técnica	
  de	
  western	
  blot	
  se	
  inmunodetectó	
  la	
  presencia	
  de	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  en	
  
los	
  MEFs	
  wt.	
  Se	
  comprobó	
  igualmente	
  que	
  los	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  expresan	
  tan	
  sólo	
  la	
  isoforma	
  K-­‐Ras,	
  mientras	
  
que	
  estos	
  MEFs	
  K-­‐ras	
  -­‐/-­‐	
  condicionales,	
  mantenidos	
  con	
  hidroxitamoxifeno	
  (600nM)	
  en	
  el	
  medio	
  durante	
  10	
  
días,	
   presentan	
   niveles	
   muy	
   bajos	
   de	
   K-­‐Ras.	
   B.	
   Se	
   realizaron	
   curvas	
   de	
   proliferación	
   de	
   MEFs	
   H/N	
   -­‐/-­‐	
  
mantenidos	
  con	
  hidroxitamoxifeno	
  durante	
  10	
  días	
  en	
  comparación	
  con	
  el	
  mismo	
  tipo	
  celular	
  en	
  ausencia	
  
de	
  hidroxitamoxifeno.	
  Se	
  observó	
  una	
  parada	
  en	
  la	
  tasa	
  proliferativa	
  de	
  los	
  MEFs	
  que	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  no	
  
expresaban	
  ninguna	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras.	
  C.	
  Se	
  tomaron	
  fotos	
  a	
  los	
  10	
  días	
  de	
  crecimiento	
  de	
  los	
  MEFs	
  
H/N	
  -­‐/-­‐	
  knockout	
  condicionales	
  para	
  K-­‐Ras,	
  en	
  ausencia	
  y	
  presencia	
  de	
  hidroxitamoxifeno	
  para	
  comprobar	
  el	
  
cambio	
  morfológico	
  consecuente	
  de	
  la	
  eliminación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  K-­‐Ras	
  de	
  las	
  células.	
  

A.	
   B.	
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2.1. Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  en	
  membrana	
  plasmática	
  

Teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  K-­‐Ras	
  se	
  expresa	
  principalmente	
  en	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  que	
  

K-­‐Ras	
  es	
   la	
  única	
   isoforma	
  presente	
  en	
   los	
   fibroblastos	
  MEFs	
  knockout	
  para	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras,	
  

analizamos	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  fruto	
  de	
  la	
  activación	
  desde	
  esta	
  localización	
  subcelular.	
  

Comparamos	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  señal	
  en	
  fibroblastos	
  wild-­‐type	
  que	
  expresaban	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐

Ras	
   y	
   K-­‐Ras,	
   en	
   fibroblastos	
   que	
   sólo	
   expresaban	
  K-­‐Ras	
   (H/N	
  –/-­‐)	
   y	
   en	
   fibroblastos	
   que	
  no	
  

expresaban	
  ninguna	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  (Ras	
  null),	
  estimulando	
  las	
  células	
  con	
  el	
  factor	
  

de	
  crecimiento	
  epidérmico	
  (EGF)	
  a	
  una	
  concentración	
  de	
  50	
  μg/ml	
  a	
  dos	
  tiempos	
  diferentes	
  

(2	
  y	
  30	
  minutos).	
  Se	
  utilizó	
  como	
  patrón	
  de	
  fosforilación	
  una	
  proteína	
  recombinante	
  de	
  GST-­‐

ERK	
   activo,	
   cargando	
   en	
   el	
   gel	
   cantidades	
   crecientes	
   de	
   esta	
   proteína	
   que	
   nos	
   permitió	
  

estimar	
  los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  en	
  términos	
  absolutos.	
  

Comprobamos	
  que	
  K-­‐Ras	
  por	
  sí	
  sólo	
  es	
  capaz	
  de	
  desencadenar	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  cascada	
  

de	
  ERK,	
  obteniendo	
  niveles	
  similares	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  a	
   los	
  obtenidos	
  en	
  células	
  que	
  

también	
  expresan	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras,	
  incluso	
  mayores	
  tras	
  30	
  minutos	
  de	
  estimulación.	
  Al	
  mismo	
  

tiempo,	
   comprobamos	
   que	
   tras	
   la	
   estimulación	
   con	
   EGF	
   en	
  MEFs	
   Ras	
  null,	
   donde	
   las	
   tres	
  

isoformas	
  de	
  Ras	
  están	
  ausentes,	
  no	
  se	
  detectó	
  ERK	
   fosforilado	
  en	
  ninguno	
  de	
   los	
   tiempos	
  

analizados,	
  por	
  lo	
  tanto	
  K-­‐Ras	
  es	
  la	
  única	
  proteína	
  responsable	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  en	
  

los	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  (Figura	
  4.8).	
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Figura	
   4.8.	
  Análisis	
   de	
   la	
   intensidad	
   en	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   tras	
   la	
   estimulación	
   con	
   EGF	
   en	
  
células	
   MEFs	
   wt,	
  MEFs	
   H/N	
   -­‐/-­‐	
   y	
  MEFs	
   sin	
   expresión	
   de	
   Ras	
   (Ras	
   null).	
   Células	
   privadas	
   de	
   suero	
  
durante	
   16	
   horas	
   se	
   estimularon	
   con	
   EGF	
   (50	
   μg/ml)	
   durante	
   2	
   minutos	
   y	
   30	
   minutos,	
   se	
   analizó	
   la	
  
fosforilación	
  de	
  ERK	
  mediante	
  western	
  blot	
  y	
  se	
  cuantificó	
  usando	
  para	
  ello	
  un	
  patrón	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  
(GST-­‐ERK).	
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Una	
   vez	
   verificado	
   que	
   K-­‐Ras	
   es	
   el	
   único	
   activador	
   de	
   ERK	
   en	
   los	
   MEFs	
   H/N	
   -­‐/-­‐,	
  

analizamos	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   cuando	
   Ras	
   está	
   activo	
   únicamente	
   en	
  

membrana	
  plasmática,	
  y	
  si	
   la	
  cinética	
  se	
  ajusta	
  al	
  modelo	
  SIMAP.	
  Para	
  ello	
  estimulamos	
  las	
  

células,	
  privadas	
  previamente	
  de	
  suero,	
  con	
  EGF	
  a	
  distintos	
  tiempos	
  y	
  analizamos	
  mediante	
  

western	
  blot	
  los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  en	
  cada	
  punto,	
  así	
  como	
  la	
  cantidad	
  total	
  de	
  

ERK.	
   Como	
   controles	
   utilizamos	
   el	
   análisis	
   de	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK1/2	
   en	
   células	
   que	
  

expresan	
  también	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  (MEFs	
  wt),	
  y	
  en	
  células	
  que	
  no	
  expresan	
  Ras	
  (MEFs	
  Ras	
  null).	
  

Observamos	
  que	
  en	
  función	
  de	
  si	
  se	
  expresaban	
  todas	
  las	
  isoformas	
  o	
  solamente	
  K-­‐Ras,	
  

las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  eran	
  muy	
  distintas	
  (Figura	
  4.9).	
  En	
  MEFs	
  wt,	
  donde	
  todas	
  

las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  se	
  expresan,	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  deriva	
  en	
  una	
  respuesta	
  transitoria	
  

en	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK,	
   con	
   un	
   pico	
   máximo	
   de	
   fosforilación	
   entre	
   los	
   2	
   y	
   5	
   minutos,	
  

tiempo	
   a	
   partir	
   del	
   cual	
   la	
   señal	
   decae	
   hasta	
   niveles	
   basales.	
   Por	
   el	
   contrario,	
   en	
   aquellos	
  

MEFs	
  donde	
   la	
  expresión	
  de	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  había	
  sido	
  eliminada,	
  y	
  por	
   lo	
   tanto	
  es	
  K-­‐Ras	
   la	
  

responsable	
  de	
   la	
   señalización,	
   encontramos	
  una	
   respuesta	
  a	
   la	
   estimulación	
   con	
  EGF	
  más	
  

mantenida	
  en	
  el	
  tiempo,	
  llegando	
  incluso	
  hasta	
  las	
  dos	
  horas,	
  donde	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  

es	
   casi	
   tres	
   veces	
   mayor	
   que	
   los	
   niveles	
   basales	
   de	
   las	
   células	
   sin	
   estimular.	
   Cuando	
   se	
  

elimina	
   por	
   completo	
   la	
   expresión	
   de	
   proteínas	
   Ras	
   (isoformas	
   H,	
   N,	
   y	
   K)	
   los	
   niveles	
   de	
  

fosforilación	
  de	
  ERK	
  eran	
  mínimos.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  la	
  activación	
  de	
  K-­‐Ras,	
  o	
  lo	
  que	
  es	
  lo	
  mismo,	
  

de	
  Ras	
   exclusivamente	
  en	
  membrana,	
   deriva	
  en	
  una	
   fosforilación	
   sostenida	
  de	
  ERK.	
   Según	
  

estos	
  datos,	
  la	
  señalización	
  desde	
  membrana	
  plasmática,	
  en	
  este	
  modelo	
  celular,	
  determina	
  

una	
   señalización	
   prolongada	
   en	
   el	
   tiempo,	
   mientras	
   que	
   si	
   participan	
   el	
   resto	
   de	
  

localizaciones	
  subcelulares	
  en	
   la	
   señalización	
   total	
   (MEFs	
  wt)	
   la	
  cinética	
  de	
   fosforilación	
  de	
  

ERK	
  es	
  transitoria.	
  

Estos	
  datos,	
  nos	
   indican	
  que	
  el	
  anterior	
  modelo	
  matemático	
  generado	
  en	
  células	
  HeLa,	
  

en	
   el	
   cual	
   se	
   describe	
   una	
   activación	
   de	
   ERK	
   transitoria	
   cuando	
   Ras	
   es	
   activado	
   desde	
   la	
  

membrana	
  plasmática,	
  y	
  sostenida	
  si	
  la	
  señalización	
  se	
  desencadena	
  desde	
  endomembranas,	
  

no	
  es	
  válido	
  para	
  explicar	
  lo	
  que	
  sucede	
  en	
  MEFs	
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Una	
  posible	
  explicación	
  podría	
  ser	
  que	
  en	
  las	
  células	
  HeLa,	
  en	
  las	
  que	
  nos	
  hemos	
  basado	
  

para	
   el	
   desarrollo	
   del	
   modelo,	
   las	
   isoformas	
   H-­‐Ras	
   y	
   N-­‐Ras	
   sean	
   las	
   predominantes,	
   y	
   no	
  

tanto	
  K-­‐Ras,	
  por	
  lo	
  que	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK	
  no	
  sería	
  la	
  misma,	
  o	
  

bien	
  que	
   los	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  de	
   la	
  señal	
  Ras-­‐ERK	
  sea	
  diferentes	
  en	
  función	
  de	
   la	
  

línea,	
  probablemente	
  como	
  consecuencia	
  de	
  distintos	
  niveles	
  o	
  identidades	
  de	
  GEFs	
  o	
  GAPs.	
  

Con	
  lo	
  que	
  este	
  parámetro	
  habría	
  que	
  tenerlo	
  en	
  consideración	
  en	
  futuras	
  correcciones	
  del	
  

modelo	
  matemático.	
  

	
  

2.2. Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  TPA	
  

Tras	
  analizar	
   las	
  cinéticas	
  de	
   fosforilación	
  de	
  ERK	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  EGF,	
  en	
   la	
  que	
  

vimos	
  cómo	
  variaba	
  la	
  cinética	
  de	
  la	
  señal	
  cuando	
  K-­‐Ras	
  se	
  encontraba	
  en	
  colaboración	
  o	
  no	
  

con	
   H-­‐Ras	
   y	
   N-­‐Ras,	
   analizamos	
   también	
   la	
   señalización	
   de	
   K-­‐Ras	
   cuando	
   las	
   células	
   son	
  

estimuladas	
   con	
   otros	
   agonistas	
   como	
   es	
   el	
   caso	
   de	
   TPA	
   (12-­‐O-­‐tetradecanoylphorbol-­‐13-­‐

acetate)	
  y	
  si	
  la	
  ausencia	
  de	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras	
  afectaba	
  a	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK.	
  La	
  molécula	
  TPA	
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Figura	
  4.9.	
  Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  en	
  células	
  
MEFs	
  wt,	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  y	
  MEFs	
  sin	
  expresión	
  de	
  Ras	
  (Ras	
  null).	
  Tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  (50	
  μg/ml),	
  
las	
   células	
   previamente	
   privadas	
   de	
   suero	
   (16	
   horas)	
   fueron	
   lisadas	
   a	
   los	
   distintos	
   tiempos	
   indicados.	
   Se	
  
realizó	
   un	
   western	
   blot	
   para	
   la	
   detección	
   de	
   fosfo-­‐ERK	
   y	
   se	
   cuantificó	
   la	
   intensidad	
   de	
   cada	
   banda,	
  
relativizándolo	
  con	
  sus	
  correspondientes	
  cantidades	
  de	
  ERK	
  detectado.	
  

MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  

MEFs	
  Ras	
  null	
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es	
  un	
  análogo	
  de	
  DAG	
  (Diacilglicerol)	
  que	
  mimetiza	
  alguna	
  de	
  sus	
  funciones.	
  Se	
  sabe	
  que	
  TPA	
  

es	
  capaz	
  de	
  activar	
  la	
  proteína	
  PKC	
  (proteína	
  quinasa	
  C)	
  que	
  activa	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  Ras-­‐

ERK	
  (Schönwasser	
  et	
  al.,	
  1998).	
  

Nuevamente,	
  estimulamos	
   las	
   tres	
   líneas	
  celulares:	
  MEFs	
  wt,	
  MEFs	
  H/N	
   -­‐/-­‐	
  y	
  MEFs	
  Ras	
  

null	
  con	
  el	
  factor	
  mitogénico	
  (TPA)	
  a	
  una	
  concentración	
  de	
  10	
  μM,	
  y	
  recogimos	
  los	
  lisados	
  a	
  

los	
   distintos	
   tiempos	
   indicados	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   estudiar	
   la	
   cinética	
   de	
   estimulación	
   con	
   TPA.	
  

Analizamos	
   los	
  niveles	
  de	
   fosforilación	
  de	
   ERK	
  en	
   las	
   tres	
   líneas	
   celulares,	
   relativizando	
  en	
  

cada	
  punto	
  con	
  la	
  cantidad	
  de	
  ERK	
  total	
  inmunodetectada.	
  

Las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   obtenidas	
   eran	
   algo	
   distintas	
   en	
   función	
   del	
  

genotipo	
  de	
  Ras	
  presente.	
  De	
   tal	
  manera	
  que	
  en	
   los	
  MEFs	
  wt	
   se	
  observa	
  una	
   fosforilación	
  

inicial	
   a	
   los	
   dos	
  minutos	
   que	
   se	
  mantiene	
   hasta	
   los	
   10	
  minutos	
   en	
   unos	
   niveles	
   similares,	
  

bajando	
   posteriormente	
   de	
   manera	
   paulatina	
   hasta	
   niveles	
   similares	
   al	
   control	
  

(correspondiente	
  a	
  células	
  privadas	
  de	
  suero,	
  sin	
  estimular).	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  

obtuvimos	
  una	
  respuesta	
  más	
  mantenida	
  en	
  el	
  tiempo,	
  llegando	
  incluso	
  hasta	
  las	
  dos	
  horas	
  

después	
   de	
   la	
   estimulación	
   con	
   TPA,	
   al	
   igual	
   que	
   ocurría	
   cuando	
   éstas	
   células	
   eran	
  

estimuladas	
  con	
  EGF.	
  	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  MEFs	
  que	
  no	
  expresan	
  ninguna	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  

Ras,	
  presentan	
  cierto	
  nivel	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK,	
  pero	
  mucho	
  menor	
  que	
  en	
  presencia	
  de	
  

Ras,	
  pero	
  igualmente	
  mantenida	
  en	
  el	
  tiempo	
  (Figura	
  4.10).	
  	
  

Por	
   lo	
   tanto,	
   bajo	
   estimulación	
   con	
   TPA,	
   también	
   existen	
   diferencias	
   tanto	
   en	
   la	
  

intensidad	
  como	
  en	
   la	
  duración	
  de	
   la	
  señal,	
   siendo	
  K-­‐Ras	
  capaz	
  de	
  generar	
  una	
  cascada	
  de	
  

señalización	
  que	
  mantiene	
  a	
  ERK	
  fosforilada	
  durante	
  más	
  tiempo,	
  y	
  que	
  cuando	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐

Ras	
  están	
  expresándose	
   la	
  señal	
   se	
  acorta	
  siendo	
  más	
   transitoria	
  en	
  el	
   tiempo	
  con	
  un	
  pico	
  

máximo	
  entre	
  los	
  2	
  y	
  10	
  minutos.	
  Por	
   lo	
  tanto,	
  K-­‐Ras	
  también	
  se	
  activa	
  en	
  respuesta	
  a	
  TPA	
  

siendo	
   capaz	
  de	
   generar	
  una	
   respuesta	
   sostenida	
  en	
   la	
   activación	
  de	
   ERK,	
   aunque	
  en	
  este	
  

caso	
  esta	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  también	
  puede	
  ser	
  mediada	
  por	
  alguna	
  ruta	
  independiente	
  de	
  

Ras,	
   posiblemente	
   tras	
   la	
   activación	
   de	
   PKC,	
   ya	
   que	
   en	
   células	
   carentes	
   de	
   Ras	
   (Ras	
   null)	
  

también	
  se	
  observa	
  ciertos	
  niveles	
  de	
  fosfo-­‐ERK.	
  Según	
  los	
  datos	
  parece	
  que	
  la	
  señalización	
  

de	
   Ras	
   desde	
   endomembranas,	
   tal	
   y	
   como	
   se	
   observa	
   en	
   los	
   MEFs	
   wt,	
   contribuye	
   a	
   una	
  

fosforilación	
  transitoria	
  de	
  ERK	
  cuando	
  las	
  células	
  son	
  estimuladas	
  con	
  TPA.	
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2.3. Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  LPA	
  

Por	
   último,	
   quisimos	
   analizar	
   también	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   bajo	
  

estimulación	
  con	
  LPA	
  (ácido	
  lipofosfatídico).	
  El	
  ácido	
  lipofosfatídico	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
  la	
  ruta	
  

Ras-­‐ERK	
   a	
   través	
   de	
   receptores	
   acoplados	
   a	
   proteína	
   G,	
   pudiendo	
   mimetizar	
   el	
   efecto	
  

mitogénico	
  de	
  EGF	
  en	
  función	
  del	
  contexto	
  celular	
  (van	
  Corven	
  et	
  al.,	
  1993).	
  

Como	
  en	
  los	
  casos	
  anteriores,	
  realizamos	
  la	
  estimulación	
  de	
  las	
  tres	
  líneas	
  celulares	
  con	
  

LPA	
   (10	
  μM)	
  a	
   los	
  distintos	
   tiempos	
   indicados.	
  Se	
  analizaron	
   los	
  niveles	
  de	
   fosforilación	
  de	
  

ERK	
  en	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  casos	
  relativizándolo	
  nuevamente	
  con	
  la	
  cantidad	
  total	
  de	
  ERK.	
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Figura	
   4.10.	
  Análisis	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   tras	
   la	
   estimulación	
   con	
   TPA	
   en	
  
células	
  MEFs	
  wt,	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  y	
  MEFs	
  sin	
  expresión	
  de	
  Ras	
  (Ras	
  null).	
  Tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  TPA	
  (10	
  
μM),	
  las	
  células	
  previamente	
  privadas	
  de	
  suero	
  (16	
  horas)	
  fueron	
  lisadas	
  a	
  los	
  distintos	
  tiempos	
  indicados.	
  
Cantidades	
  iguales	
  de	
  proteína	
  de	
  cada	
  punto	
  se	
  cargaron	
  en	
  un	
  gel	
  SDS-­‐PAGE	
  y	
  se	
  sometió	
  a	
  electroforesis	
  
para	
  su	
  separación.	
  Se	
  realizó	
  un	
  western	
  blot	
  para	
  la	
  detección	
  de	
  fosfo-­‐ERK	
  y	
  se	
  cuantificó	
  la	
  intensidad	
  de	
  
cada	
  banda,	
  relativizándolo	
  con	
  sus	
  correspondientes	
  cantidades	
  de	
  ERK	
  detectado.	
  

!"!!!!!!#!!!!!!$!!!!!%"!!!!!&"!!!!'"!!!%#"!

%!!!!!!%('!!!!%()!!!!!%()!!!%()!!!%(*!!%()!

+,-! ./01!

23456!

456!

MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  

MEFs	
   Ras	
   null

	
  

MEFs	
  wt	
  



	
   	
   Resultados	
  
	
  

	
   99	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Al	
  estimular	
  con	
  LPA	
   los	
  MEFs	
  Ras	
  null,	
   se	
  observó	
  niveles	
  mínimos	
  de	
   fosforilación	
  de	
  

ERK	
   (con	
   un	
   máximo	
   a	
   los	
   5	
   minutos)	
   que	
   se	
   mantiene	
   hasta	
   los	
   60	
   minutos	
   decayendo	
  

finalmente	
   hasta	
   niveles	
   basales,	
   que	
   indican	
   una	
   posible	
   participación	
   de	
   otras	
   rutas	
   de	
  

señalización	
   (Figura	
  4.11).	
  En	
  cuanto	
  a	
   la	
   señalización	
  de	
  K-­‐Ras,	
   según	
   los	
  datos	
  obtenidos,	
  

parece	
  no	
  ser	
  determinante	
  en	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK,	
  ya	
  que	
  se	
  ha	
  observado	
  

que	
  las	
  diferencias	
  entre	
  MEFs	
  wt	
  y	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  radicaban	
  únicamente	
  en	
  la	
  intensidad	
  de	
  

la	
   señal,	
  ya	
  que	
  en	
  ambos	
  casos	
  obtuvimos	
  una	
  cinética	
  de	
   fosforilación	
  de	
  ERK	
   transitoria	
  

con	
  un	
  pico	
  máximo	
  a	
  los	
  2-­‐5	
  minutos,	
  siendo	
  esta	
  señal	
  mucho	
  más	
  intensa	
  en	
  los	
  MEFs	
  que	
  

expresan	
  todas	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  con	
  respecto	
  a	
  los	
  MEFs	
  que	
  sólo	
  expresan	
  la	
  isoforma	
  

K-­‐Ras.	
  Es	
  posible	
  que	
  la	
  localización	
  de	
  Ras,	
  cuando	
  el	
  factor	
  mitogénico	
  utilizado	
  es	
  LPA	
  y	
  los	
  

receptores	
   activados	
   son	
   receptores	
   acoplados	
   a	
   proteínas	
   G,	
   no	
   es	
   determinante	
   en	
   la	
  

señalización	
  total.	
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Figura	
   4.11.	
  Análisis	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   tras	
   la	
   estimulación	
   con	
   LPA	
   en	
  
células	
  MEFs	
  wt,	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐	
  y	
  MEFs	
  sin	
  expresión	
  de	
  Ras	
   (Ras	
  null).	
  Tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  LPA	
  
(10μM),	
   las	
   células	
   previamente	
   privadas	
   de	
   suero	
   (16	
   horas)	
   fueron	
   lisadas	
   a	
   los	
   distintos	
   tiempos	
  
indicados.	
  Se	
  separaron	
  por	
  electroforesis	
  y	
  se	
  realizó	
  un	
  western	
  blot	
  para	
  la	
  detección	
  de	
  fosfo-­‐ERK	
  y	
  se	
  
cuantificó	
   la	
   intensidad	
   de	
   cada	
   banda,	
   relativizándolo	
   con	
   sus	
   correspondientes	
   cantidades	
   de	
   ERK	
  
detectado.	
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3. EL	
  ESPACIO	
  COMO	
  REGULADOR	
  DE	
  LAS	
  FUNCIONES	
  BIOLÓGICAS	
  	
  

	
  

Una	
  vez	
  comprobado	
  que	
  la	
  localización	
  subcelular	
  de	
  Ras	
  puede	
  afectar	
  a	
  la	
  cinética	
  de	
  

fosforilación	
  de	
  ERK,	
  nos	
  interesó	
  averiguar	
  en	
  que	
  grado	
  la	
  localización	
  de	
  Ras	
  determinaba	
  	
  

la	
   respuesta	
   biológica,	
   tal	
   y	
   como	
   ocurre	
   en	
   otros	
  modelos	
   celulares	
   (Bivona	
   et	
   al.,	
   2006;	
  

Matallanas	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Onken	
  et	
  al.,	
  2006).	
  	
  

Una	
  de	
  las	
  características	
  más	
  importantes	
  de	
  K-­‐Ras,	
  y	
  más	
  conflictivas	
  para	
  su	
  estudio,	
  es	
  

que	
  su	
  expresión	
  es	
  esencial	
  durante	
  el	
  desarrollo,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  los	
  ratones	
  knockout	
  

(KO)	
  de	
  K-­‐Ras	
  resultan	
  letales	
  embrionarios	
  (Koera	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  descrito	
  en	
  

el	
   capítulo	
   anterior,	
   los	
   MEFs	
   KO	
   condicionales	
   para	
   K-­‐Ras	
   crecen	
   con	
   normalidad,	
   y	
   tras	
  

añadir	
  4OH-­‐TMX	
  durante	
  10	
  días	
  se	
  eliminó	
   la	
  expresión	
  de	
  K-­‐Ras	
  y	
  como	
  consecuencia	
  se	
  

produce	
  una	
  parada	
  proliferativa.	
  Si	
  mantenemos	
   los	
  MEFs	
  KO	
  condicionales	
  para	
  K-­‐Ras	
  en	
  

ausencia	
  de	
   tamoxifeno,	
   éstos	
   crecen	
   con	
  normalidad.	
  Por	
  otra	
  parte,	
   si	
   transfectamos	
   los	
  

fibroblastos	
  con	
  alguna	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras,	
  y	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  eliminamos	
  la	
  expresión	
  

endógena	
  de	
  K-­‐Ras,	
  podremos	
  analizar	
  la	
  capacidad	
  de	
  rescatar	
  la	
  proliferación	
  que	
  tiene	
  la	
  

isoforma	
   de	
   Ras	
   exógena,	
   ya	
   que	
   únicamente	
   serán	
   capaces	
   de	
   crecer	
   y	
   formar	
   colonias,	
  

aquellas	
  células	
  que	
  expresan	
  la	
  isoforma	
  transfectada.	
  	
  

Para	
  analizar	
  si	
  el	
  espacio	
  puede	
  ser	
  un	
  regulador	
  de	
  la	
  proliferación	
  inducida	
  por	
  Ras,	
  se	
  

clonó	
  una	
  batería	
  de	
  plásmidos	
  que	
  expresaban	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  (H-­‐Ras,	
  N-­‐

Ras	
   y	
   K-­‐Ras)	
   tanto	
   en	
   su	
   forma	
   silvestre	
   (wt)	
   como	
   en	
   su	
   forma	
   constitutivamente	
   activa	
  

(V12),	
  y	
  además	
  una	
  serie	
  de	
  plásmidos	
  que	
  permiten	
   la	
  expresión	
  de	
   las	
   isoformas	
  de	
  Ras	
  

dirigidas	
  a	
  determinados	
  compartimentos	
  subcelulares	
  (retículo	
  endoplasmático,	
  Aparato	
  de	
  

Golgi,	
  balsas	
  lipídicas	
  y	
  membrana	
  desordenada),	
  todas	
  ellas	
  con	
  resistencia	
  a	
  zeocina,	
  que	
  se	
  

utilizó	
  como	
  antibiótico	
  de	
  selección	
  de	
  los	
  clones	
  celulares	
  que	
  expresaban	
  cada	
  plásmido.	
  

Así,	
  se	
  transfectó	
  por	
  duplicado	
  cada	
  una	
  de	
  esas	
  construcciones,	
  manteniendo	
  una	
  de	
  ellas	
  

en	
   condiciones	
   normales	
   y	
   la	
   otra	
  mantenida	
   con	
   4OH-­‐TMX,	
   y	
   ambas	
   con	
   zeocina	
   para	
   la	
  

selección	
  de	
  las	
  colonias.	
  Después	
  de	
  10-­‐15	
  días,	
  cuando	
  la	
  expresión	
  endógena	
  de	
  K-­‐Ras	
  ha	
  

sido	
  eliminada	
  y	
  el	
  tamaño	
  de	
  las	
  colonias	
  formadas	
  era	
  cuantificable,	
  se	
  analizó	
  el	
  número	
  

de	
  colonias	
  generadas	
  en	
  cada	
  caso	
  mediante	
  la	
  tinción	
  de	
  las	
  placas	
  con	
  cristal	
  violeta.	
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En	
  primer	
  lugar	
  se	
  calculó	
  la	
  capacidad	
  proliferativa	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  

como	
  el	
  número	
  de	
  colonias	
  obtenidas	
  cuando	
  no	
  hay	
  expresión	
  de	
  K-­‐Ras	
  (con	
  4OH-­‐TMX	
  en	
  

el	
  medio)	
  frente	
  al	
  número	
  de	
  colonias	
  obtenidas	
  cuando	
  no	
  se	
  elimina	
  la	
  expresión	
  de	
  K-­‐Ras	
  

(sin	
  4OH-­‐TMX	
  en	
  el	
  medio),	
  expresado	
  como	
  porcentaje	
  de	
  rescate	
  proliferativo.	
  

Observamos	
  que	
  todas	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras,	
  eran	
  capaces	
  de	
  rescatar	
  la	
  proliferación	
  en	
  

los	
  MEFs	
   que	
   no	
   expresaban	
   Ras	
   endógeno,	
   pero	
   lo	
   hacían	
   con	
   distinto	
   potencial	
   (Figura	
  

4.12).	
  De	
  tal	
  manera	
  que,	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  son	
  las	
  isoformas	
  que	
  confieren	
  a	
  las	
  células	
  mayor	
  

capacidad	
  proliferativa,	
  con	
  un	
  52%	
  y	
  55%	
  de	
  rescate	
  respectivamente,	
  mientras	
  que	
  H-­‐Ras	
  

mostró	
  un	
  19%	
  de	
  rescate.	
  Estos	
  datos	
  son	
  distintos	
  cuando	
  las	
  proteínas	
  expresadas	
  son	
  las	
  

constitutivamente	
  activas,	
  es	
  decir,	
  aquellas	
  que	
  en	
  el	
   residuo	
  12	
  cambia	
   la	
  glicina	
  por	
  una	
  

valina.	
  En	
  este	
  caso,	
  K-­‐Ras	
  presenta	
  un	
  alto	
  potencial	
  proliferativo	
  mostrando	
  un	
  rescate	
  del	
  

71%,	
   mientras	
   que	
   N-­‐Ras	
   sigue	
  manteniendo	
   un	
   rescate	
   similar	
   al	
   mostrado	
   en	
   su	
   forma	
  

silvestre.	
   En	
   el	
   caso	
   de	
   H-­‐Ras	
   obtuvimos	
   un	
   descenso	
   en	
   el	
   número	
   de	
   colonias	
   de	
  

proliferación	
   cuando	
   se	
   expresa	
   su	
   forma	
   constitutivamente	
   activa,	
   siendo	
   el	
   rescate	
  

producido	
  por	
  H-­‐RasV12	
  inferior	
  al	
  4%,	
  mientras	
  que	
  en	
  su	
  variante	
  silvestre	
  era	
  casi	
  del	
  20%.	
  

Una	
   vez	
   que	
   comprobamos	
   que	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras	
   confieren	
   distinto	
   potencial	
  

proliferativo,	
   analizamos	
   la	
   capacidad	
   de	
   rescatar	
   la	
   viabilidad	
   celular	
   en	
   función	
   de	
   su	
  

localización	
   subcelular.	
   Centrándonos	
   en	
   las	
   isoformas	
   que	
   mayor	
   rescate	
   proliferativo	
  

confieren,	
   es	
   decir,	
   analizando	
   la	
   capacidad	
   de	
   rescate	
   proliferativo	
   de	
   N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras	
   en	
  

función	
  de	
  su	
  localización	
  subcelular.	
  

Realizamos	
  ensayos	
  de	
   formación	
  de	
   colonias,	
   de	
   tal	
  manera	
  que	
   se	
   transfectaron	
  por	
  

duplicado	
  en	
  MEFs	
  KO	
  condicionales	
  para	
  K-­‐Ras	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  construcciones	
  que	
  permiten	
  

la	
   expresión	
   localizada	
   de	
   Ras:	
   M1	
   (retículo	
   endoplasmático),	
   LCK	
   (balsas	
   lipídicas),	
   CD8	
  

(membrana	
  desordenada)	
  y	
  KDEL	
  (Aparato	
  de	
  Golgi).	
  Una	
  de	
  las	
  placas	
  fue	
  tratada	
  con	
  4OH-­‐

TMX	
  para	
  eliminar	
  la	
  expresión	
  endógena	
  de	
  K-­‐Ras,	
  y	
  la	
  otra	
  no.	
  En	
  ambos	
  casos	
  se	
  crecieron	
  

en	
   presencia	
   de	
   zeocina	
   que	
   se	
   utilizó	
   como	
   antibiótico	
   de	
   selección	
   de	
   las	
   colonias	
   que	
  

expresaban	
   las	
  construcciones	
  transfectadas.	
  Después	
  de	
  10	
  días	
  se	
  procedió	
  al	
  análisis	
  del	
  

número	
  de	
  colonias	
  en	
  cada	
  placa,	
  y	
  se	
  calculó	
   la	
  capacidad	
  de	
  rescate	
  proliferativo	
  de	
  Ras	
  

desde	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  localizaciones	
  como	
  porcentaje	
  del	
  número	
  de	
  colonias	
  obtenidas	
  en	
  

presencia	
  de	
  4OH-­‐TMX	
  frente	
  al	
  número	
  total	
  de	
  colonias	
  en	
  ausencia	
  de	
  4OH-­‐TMX.	
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Figura	
   4.12.	
   Análisis	
   de	
   la	
   capacidad	
   proliferativa	
   de	
   H-­‐Ras,	
   N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras,	
   tanto	
   en	
   su	
   forma	
  
silvestre	
   como	
   en	
   su	
   forma	
   constitutivamente	
   activa.	
   MEFs	
   KO	
   condicionales	
   para	
   K-­‐Ras	
   fueron	
  
transfectados	
  con	
  1	
  ug	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  construcciones	
  empleadas,	
  añadiendo	
  4OH-­‐TMX	
  (600	
  nM)	
  para	
  
eliminar	
   la	
   expresión	
   endógena	
   de	
   K-­‐Ras,	
   así	
   como	
   zeocina	
   (100	
   mg/ml)	
   como	
   selección	
   de	
   células	
  
portadoras	
  de	
  la	
  construcción.	
  Tras	
  10	
  días,	
  los	
  fibroblastos	
  fueron	
  lavados,	
  fijados	
  y	
  teñidos	
  para	
  el	
  contaje	
  
de	
   colonias	
  de	
  proliferación.	
   Los	
   resultados	
   se	
  expresan	
   como	
  porcentaje	
  de	
   rescate	
   de	
  proliferación	
   (nº	
  
colonias	
  K-­‐/	
  nº	
  colonias	
  K+).	
  Análisis	
  estadístico	
  mediante	
  el	
  test	
  t	
  de	
  student	
  (**)p<0.01;	
  (***)p<0,001	
  con	
  
respecto	
  al	
  control	
  de	
  células	
  transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  vacío.	
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En	
   el	
   caso	
   de	
   la	
   isoforma	
   K-­‐Ras	
   observamos	
   que	
   tenía	
   la	
  misma	
   capacidad	
   de	
   rescate	
  

proliferativo	
  desde	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  localizaciones	
  estudiadas:	
  retículo	
  endoplasmático	
  (M1)	
  y	
  

membrana	
   plasmática	
   desordenada	
   (CD8),	
   que	
   son	
   las	
   dos	
   localizaciones	
   donde	
   K-­‐Ras	
   se	
  

encuentra	
  normalmente	
  de	
  manera	
  endógena,	
  aunque	
  es	
  cierto	
  que	
  predominantemente	
  se	
  

encuentra	
   en	
   membrana	
   plasmática	
   parece	
   ser	
   que	
   la	
   señalización	
   desde	
   retículo	
  

endoplasmático	
  tiene	
  un	
  papel	
  muy	
  importante	
  en	
  el	
  rescate	
  proliferativo	
  (Figura	
  4.13).	
  Sin	
  

embargo,	
  en	
  el	
   caso	
  de	
  N-­‐Ras	
  pudimos	
  comprobar	
  que	
  su	
  potencial	
  proliferativo	
  dependía	
  

mucho	
   de	
   su	
   localización	
   subcelular,	
   así	
   obtuvimos	
   un	
   bajo	
   porcentaje	
   de	
   rescate	
   cuando	
  

expresamos	
   N-­‐Ras	
   en	
   el	
   Aparato	
   de	
   Golgi	
   (KDEL),	
   mientras	
   que	
   desde	
   membrana	
  

desordenada	
  (CD8)	
  fue	
  desde	
  donde	
  más	
  capacidad	
  de	
  rescate	
  mostró	
  tener	
  N-­‐Ras,	
  seguida	
  

en	
   magnitud	
   por	
   la	
   señalización	
   desde	
   balsas	
   lipídicas	
   (LCK)	
   y	
   algo	
   menor	
   en	
   el	
   caso	
   de	
  

retículo	
   endoplasmático	
   (M1).	
   Por	
   lo	
   tanto	
   la	
   señalización	
   de	
   N-­‐Ras	
   desde	
   membrana	
  

plasmática	
  confiere	
  a	
  los	
  MEFs	
  una	
  capacidad	
  para	
  revertir	
  la	
  parada	
  proliferativa	
  mayor	
  que	
  

la	
  observada	
  desde	
  endomembranas	
  (Figura	
  4.13).	
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4. ESPACIO	
  Y	
  TIEMPO	
  COMO	
  REGULADORES	
  DE	
  FUNCIONES	
  BIOLÓGICAS	
  

	
  

4.1. Análisis	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   y	
   dimerización	
   de	
   ERK	
   bajo	
   diferentes	
  

estímulos:	
  EGF	
  y	
  HRG	
  

A	
  lo	
  largo	
  de	
  este	
  trabajo	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  el	
  espacio	
  es	
  un	
  parámetro	
  regulador	
  de	
  

la	
   señalización	
   de	
   la	
   ruta	
   Ras-­‐ERK,	
   y	
   que	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   desde	
   diferentes	
  

compartimentos	
  celulares	
  puede	
  desencadenar	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  con	
  distintas	
  cinéticas.	
  

Tal	
   y	
   como	
   se	
   ha	
   visto	
   en	
   otros	
   trabajos,	
   la	
   duración	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
   es	
   de	
   gran	
  

importancia	
  en	
  la	
  determinación	
  de	
  respuestas	
  biológicas,	
  como	
  se	
  ha	
  demostrado	
  en	
  otros	
  

modelos	
  celulares	
  (Murphy	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Nagashima	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Yamamoto	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

Así,	
  uno	
  de	
  los	
  puntos	
  clave	
  de	
  esta	
  tesis	
  consiste	
  en	
  intentar	
  entender	
  cómo	
  una	
  única	
  

vía	
   de	
   señalización	
   es	
   capaz	
   de	
   generar	
   distintas	
   respuestas	
   biológicas	
   en	
   función	
   de	
   la	
  

localización	
  desde	
  la	
  que	
  Ras	
  señaliza	
  y	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  ERK.	
  	
  

Se	
   sabe	
   que	
   las	
   células	
   derivadas	
   de	
   cáncer	
   de	
   mama,	
   MCF7,	
   responden	
   de	
   distinta	
  

forma	
  a	
  dos	
  estímulos	
  como	
  son	
  el	
   factor	
  de	
  crecimiento	
  epidérmico	
   (EGF)	
  y	
   la	
  heregulina	
  

(HRG)	
  que	
  inducen	
  proliferación	
  y	
  diferenciación	
  respectivamente	
  aunque	
  ambos	
  señalizan	
  a	
  

través	
  del	
  mismo	
  tipo	
  de	
  receptores	
  (Nagashima	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

Figura	
  4.13.	
  Análisis	
  de	
  la	
  capacidad	
  de	
  rescate	
  proliferativo	
  de	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  desde	
  cada	
  una	
  de	
  
las	
   localizaciones	
   subcelulares.	
  MEFs	
   KO	
   condicionales	
   para	
   K-­‐Ras	
   fueron	
   transfectados	
   con	
   1	
   ug	
   de	
  
cada	
   una	
   de	
   las	
   construcciones	
   empleadas,	
   añadiendo	
   4OH-­‐TMX	
   (600	
   nM)	
   para	
   eliminar	
   la	
   expresión	
  
endógena	
   de	
   K-­‐Ras,	
   así	
   como	
   zeocina	
   (100	
   mg/ml)	
   como	
   selección	
   de	
   células	
   portadoras	
   de	
   la	
  
construcción.	
  Tras	
  10	
  días,	
  los	
  fibroblastos	
  fueron	
  lavados,	
  fijados	
  y	
  teñidos	
  para	
  el	
  contaje	
  de	
  colonias	
  de	
  
proliferación.	
  Los	
  resultados	
  se	
  expresan	
  como	
  porcentaje	
  de	
  rescate	
  de	
  proliferación	
  (nº	
  colonias	
  K-­‐/nº	
  
colonias	
  K+).	
  Análisis	
  estadístico	
  mediante	
  el	
   test	
   t	
  de	
   student	
   (**)p<0.01;	
   (***)p<0,001	
  con	
  respecto	
  al	
  
control	
  de	
  células	
  transfectadas	
  con	
  el	
  vector	
  vacío	
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Comprobamos	
   que	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   son	
   distintas	
   en	
   función	
   del	
  

estímulo	
   utilizado,	
   de	
   tal	
   manera	
   que	
   la	
   inducción	
   con	
   EGF	
   resulta	
   en	
   una	
   respuesta	
  

transitoria	
   en	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK,	
   con	
  un	
  pico	
  máximo	
  de	
   fosforilación	
   entre	
   los	
   dos	
   y	
  

cinco	
  minutos,	
   seguido	
  de	
  una	
  desfosforilación	
  muy	
   rápida.	
  Por	
  otra	
  parte,	
   la	
  estimulación	
  

con	
   HRG	
   resulta	
   en	
   una	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   más	
   mantenida	
   en	
   el	
   tiempo,	
   con	
   un	
   pico	
  

máximo	
   de	
   actividad	
   entre	
   dos	
   y	
   cinco	
   minutos	
   y	
   una	
   desactivación	
   mucho	
   más	
   lenta,	
  

Figura	
  4.14.	
  Comparación	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK,	
  tras	
   la	
  estimulación	
  de	
  células	
  
MCF7	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG.	
  Células	
  MCF7	
  previamente	
  privadas	
  de	
  suero	
  (16	
  horas)	
  fueron	
  estimuladas	
  con	
  
EGF	
  o	
  con	
  HRG	
  a	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  Por	
  western	
  blot,	
  se	
  inmunodetectó	
  los	
  niveles	
  de	
  ERK	
  fosforilado,	
  
relativizándolo	
  con	
  la	
  cantidad	
  de	
  ERK	
  total	
  en	
  cada	
  punto.	
  A.	
  Se	
  analizó	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  
ERK	
  desde	
  los	
  2	
  minutos	
  hasta	
  los	
  180	
  minutos	
  comparando	
  la	
  activación/desactivación	
  de	
  ERK	
  en	
  función	
  
del	
   estímulo,	
   así	
   como	
   la	
   dimerización	
   de	
   ERK	
   mediante	
   un	
   western	
   blot	
   tras	
   la	
   electroforesis	
   en	
  
condiciones	
  no	
  desnaturalizantes	
  o	
  nativas	
  B.	
   Comparación	
  de	
   la	
   intensidad	
  de	
   fosforilación	
  de	
  ERK	
  en	
  
tiempos	
  cortos	
  de	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG	
  en	
  un	
  único	
  gel.	
  Estadística	
  según	
  el	
  test	
  t	
  de	
  student	
  (*)	
  
p<0,05;	
  (**)	
  p<0,01;	
  (***)	
  p<0,001;	
  comparando	
  los	
  valores	
  en	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  puntos.	
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llegando	
   incluso	
   hasta	
   los	
   60	
   minutos	
   tras	
   la	
   estimulación	
   (Figura	
   4.14.A).	
   No	
   existen	
  

diferencias	
  sólo	
  en	
  cuanto	
  a	
  la	
  cinética	
  de	
  fosforilación/desfosforilación	
  de	
  ERK,	
  sino	
  también	
  

en	
  cuanto	
  a	
  la	
  intensidad	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  ERK	
  fosforilado	
  (Figura	
  4.14.B).	
  Comprobamos	
  que	
  

los	
   niveles	
   de	
   fosfo-­‐ERK	
   son	
   mayores	
   al	
   estimular	
   con	
   HRG	
   que	
   al	
   estimular	
   con	
   EGF,	
   y	
  

particularmente	
  a	
  tiempos	
  más	
  largos	
  (hasta	
  15	
  minutos).	
  

Se	
  sabe	
  que	
  la	
  fosforilación	
  y	
  activación	
  de	
  ERK	
  va	
  ligada	
  a	
  un	
  proceso	
  de	
  dimerización	
  de	
  

dos	
  moléculas	
  de	
  ERK,	
  así	
  que	
  realizamos	
  un	
  análisis	
  de	
  la	
  dimerización	
  de	
  ERK,	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  

determinar	
  si	
  también	
  existen	
  diferencias	
  en	
  función	
  del	
  estímulo	
  utilizado.	
  Observamos	
  que	
  

las	
   cinéticas	
   de	
   dimerización	
   de	
   ERK,	
   analizadas	
   en	
   electroforesis	
   en	
   condiciones	
   nativas,	
  

eran	
  muy	
  distintas	
  en	
  función	
  de	
  si	
   las	
  células	
  eran	
  estimuladas	
  con	
  EGF	
  o	
  con	
  HRG,	
  siendo	
  

los	
   dímeros	
   de	
   ERK	
   estables	
   durante	
  más	
   tiempo	
   cuando	
   las	
   células	
   son	
   estimuladas	
   con	
  

HRG,	
  correlacionándose	
  con	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK.	
  	
  

	
  

4.2. Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  tras	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG	
  

Una	
  vez	
  analizadas	
  las	
  diferencias	
  en	
  cuánto	
  a	
  duración	
  e	
  intensidad	
  de	
  fosforilación	
  de	
  

ERK,	
  así	
  como	
  las	
  diferencias	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  dimerización	
  de	
  ERK	
  en	
  función	
  del	
  estímulo	
  

mitogénico	
  utilizado,	
  quisimos	
  analizar	
   cómo	
  era	
   la	
  activación	
  de	
  otros	
   componentes	
  de	
   la	
  

cascada	
   de	
   señalización	
   de	
   las	
   MAPKs.	
   Comenzamos	
   por	
   analizar	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
  

mediante	
  un	
  ensayo	
  de	
  pulldown,	
  detectando	
  mediante	
  western	
  blot	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
  en	
  su	
  

estado	
  activo,	
  o	
  unido	
  a	
  GTP,	
  frente	
  a	
  la	
  cantidad	
  total	
  de	
  Ras.	
  	
  

Observamos	
   que,	
   las	
   cinéticas	
   de	
   activación	
   de	
   Ras	
   son	
   diferentes	
   en	
   función	
   del	
  

estímulo	
  mitogénico	
  utilizado	
  (Figura	
  4.15),	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  cuando	
  las	
  células	
  MCF7	
  son	
  

estimuladas	
  con	
  EGF	
  detectamos	
  una	
  sutil	
  activación	
  a	
  los	
  dos	
  minutos,	
  mientras	
  que	
  cuando	
  

las	
  células	
  son	
  estimuladas	
  con	
  HRG	
  obtuvimos	
  una	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  transitoria	
  

aunque	
  un	
  poco	
  más	
  sostenida	
  que	
  con	
  EGF,	
  con	
  un	
  pico	
  máximo	
  de	
  señal	
  a	
  los	
  dos	
  minutos,	
  

disminuyendo	
  de	
  manera	
  rápida,	
  con	
  lo	
  que	
  a	
  los	
  10	
  minutos	
  apenas	
  se	
  detectó	
  Ras	
  activo.	
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En	
   ambos	
   casos	
   obtenemos	
   una	
   cinética	
   de	
   activación	
   transitoria,	
   sin	
   embargo	
   parece	
  

que	
   existe	
   una	
   diferencia	
   en	
   cuanto	
   a	
   la	
   intensidad	
   de	
   activación.	
   Para	
   corroborarlo	
  

comparamos	
  las	
  cinéticas	
  en	
  un	
  único	
  gel	
  para	
  evitar	
  posibles	
  errores	
  inherentes	
  a	
  correr	
  dos	
  

geles	
  por	
  separado	
  (Figura	
  4.16).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  4.16.	
  Comparación	
  de	
  la	
  intensidad	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  en	
  tiempos	
  cortos	
  de	
  estimulación	
  
con	
   EGF	
   y	
  HRG.	
  Células	
  MCF7	
  fueron	
  privadas	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  horas	
  y	
  posteriormente	
  estimuladas	
  
con	
  EGF	
  o	
  HRG,	
   según	
  el	
  caso,	
  a	
   los	
   tiempos	
   indicados.	
   Empleando	
   la	
   técnica	
  de	
  pulldown	
  se	
   separó	
  Ras	
  
activo	
  (o	
  unido	
  a	
  GTP)	
  de	
  la	
  población	
  total	
  de	
  Ras.	
  Se	
  sometió	
  a	
  electroforesis,	
  en	
  un	
  único	
  gel,	
  y	
  se	
  realizó	
  
un	
  western	
  blot	
  para	
  detectar	
  Ras	
  activo,	
  en	
  comparación	
  al	
  Ras	
   total	
  detectado	
  en	
  los	
   lisados	
  totales	
  de	
  
cada	
  punto.	
  Estadística	
  según	
  el	
  test	
   t	
  de	
  student	
   (*)	
  p<0,05;	
  comparando	
  los	
  valores	
  en	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  
puntos.	
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Figura	
  4.15.	
  Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  tras	
  la	
  estimulación	
  de	
  células	
  MCF7	
  con	
  
EGF	
  y	
  HRG.	
  Células	
  MCF7	
  previamente	
  privadas	
  de	
  suero	
  (16	
  horas)	
  fueron	
  estimuladas	
  con	
  EGF	
  o	
  con	
  
HRG	
  a	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  Empleando	
  la	
  técnica	
  de	
  pulldown	
  se	
  separó	
  Ras	
  unido	
  a	
  GTP	
  de	
  la	
  población	
  
total	
   de	
   Ras,	
   tras	
   lo	
   cual	
   se	
   sometió	
   a	
   electroforesis	
   y	
   western	
   blot	
   para	
   la	
   detección	
   de	
   Ras	
   activo,	
  
comparando	
   con	
   la	
   cantidad	
   total	
   de	
   Ras	
   existente	
   en	
   los	
   lisados	
   celulares	
   a	
   sus	
   correspondientes	
  
tiempos.	
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4.3. Análisis	
   de	
   la	
   activación	
  de	
  otros	
   componentes	
  de	
   la	
   cascada	
  de	
   señalización	
   y	
  

estudio	
  del	
  comportamiento	
  cito-­‐nuclear	
  de	
  la	
  señal	
  

Una	
  vez	
  analizadas	
   las	
  cinéticas	
  de	
   fosforilación	
  de	
  ERK	
  y	
   las	
  cinéticas	
  de	
  activación	
  de	
  

Ras,	
  nos	
  llamó	
  la	
  atención	
  la	
  diferencia	
  existente	
  en	
  cuanto	
  a	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  señal	
  cuando	
  

las	
   células	
   son	
   estimuladas	
   con	
   HRG	
   a	
   estos	
   dos	
   niveles	
   de	
   la	
   cascada.	
   Mientras	
   que	
   la	
  

cinética	
  de	
  Ras	
  activo	
  es	
  transitoria	
  y	
  decae	
  rápidamente,	
  la	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  

se	
  mantiene	
  más	
  en	
  el	
  tiempo	
  llegando	
  incluso	
  a	
   las	
  tres	
  horas.	
  Por	
   lo	
  que	
  nos	
  planteamos	
  

que	
   pudiera	
   existir	
   algún	
   tipo	
   de	
   mecanismo	
   de	
   regulación	
   entre	
   esos	
   dos	
   niveles	
   de	
   la	
  

cascada	
  de	
  la	
  señalización.	
  

En	
   este	
   punto	
   analizamos	
   la	
   cinética	
   de	
   fosforilación	
   de	
   MEK,	
   el	
   componente	
   de	
   la	
  

cascada	
   intermediario	
   entre	
   Ras	
   y	
   ERK.	
   Para	
   ello,	
   estimulamos	
   células	
  MCF7,	
   privadas	
   de	
  

suero	
   durante	
   16	
   horas,	
   tanto	
   con	
   EGF	
   como	
   con	
   HRG	
   a	
   tiempos	
   cortos	
   con	
   el	
   fin	
   de	
  

comparar	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  señal	
  a	
  este	
  nivel.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   4.17.	
  Comparación	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   activación	
   de	
   Ras,	
  MEK	
   y	
   ERK	
   en	
   células	
  MCF7.	
   Las	
  
células	
  MCF7	
  tratadas	
  con	
  HRG	
  muestran	
  una	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  más	
  mantenida	
  en	
  el	
  tiempo	
  
en	
  comparación	
  con	
  las	
  cinéticas	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  MEK.	
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Pudimos	
   observar,	
   que	
   tanto	
   con	
   EGF	
   como	
   con	
   HRG	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
  

MEK	
   eran	
   transitorias	
   en	
   el	
   tiempo,	
   con	
   un	
   pico	
   máximo	
   a	
   los	
   2-­‐5	
   minutos	
   decayendo	
  

rápidamente,	
  de	
  manera	
  similar	
  a	
  las	
  cinéticas	
  de	
  Ras	
  (Figura	
  4.17).	
  En	
  cuanto	
  a	
  la	
  intensidad	
  

de	
  la	
  señal,	
  los	
  niveles	
  de	
  fosfo-­‐MEK	
  son	
  mayores	
  en	
  las	
  células	
  estimuladas	
  con	
  HRG	
  que	
  en	
  

las	
  células	
  estimuladas	
  con	
  EGF.	
  Con	
  todo	
  ello,	
  se	
  puede	
  decir,	
  que	
   la	
   fosforilación	
  de	
  MEK	
  

presenta	
  unas	
  características	
  más	
  similares	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  Ras,	
  que	
  a	
  la	
  fosforilación	
  por	
  

ERK,	
  por	
  lo	
  que,	
  de	
  existir	
  un	
  mecanismo	
  de	
  regulación,	
  éste	
  sería	
  posterior	
  a	
  la	
  activación	
  de	
  

MEK.	
  

Sabemos	
  que	
  ERK	
  puede	
   ser	
   funcional	
   tanto	
  en	
  el	
   citoplasma	
   como	
  en	
  el	
   núcleo	
   y	
   los	
  

posibles	
  mecanismos	
  de	
  regulación	
  de	
  su	
  activación	
  pueden	
  ser	
  tanto	
  citoplasmáticos	
  como	
  

nucleares.	
  Con	
  el	
   fin	
  de	
  definir	
  el	
   sitio	
  de	
   regulación	
  de	
   la	
  activación	
  de	
  ERK	
  analizamos	
   la	
  

fosforilación	
  de	
  un	
  sustrato	
  nuclear	
  (Elk1)	
  y	
  un	
  sustrato	
  citoplasmático	
  (RSK).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   4.18.	
  Análisis	
  de	
   las	
   cinéticas	
  de	
   fosforilación	
  de	
   sustratos	
  nucleares	
   y	
  citoplasmáticos	
  de	
  ERK	
  
tras	
   la	
   estimulación	
   de	
   células	
  MCF7	
   con	
  EGF	
  y	
   HRG.	
  Células	
  MCF7	
  previamente	
  privadas	
  de	
   suero	
   (16	
  
horas)	
  fueron	
  estimuladas	
  con	
  EGF	
  o	
  con	
  HRG	
  a	
   los	
  tiempos	
  indicados.	
  Se	
  analizó	
  mediante	
  western	
  blot	
  
las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Elk1	
  como	
  sustrato	
  nuclear	
  y	
  de	
  RSK	
  como	
  sustrato	
  citoplasmático.	
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Las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  obtenidas	
  nos	
  muestran	
  una	
  respuesta	
  transitoria	
  tanto	
  en	
  

el	
  núcleo	
  como	
  en	
  el	
  citoplasma	
  cuando	
   las	
  células	
  son	
  estimuladas	
  con	
  EGF,	
  mientras	
  que	
  

cuando	
   estimulamos	
   las	
   células	
   con	
   HRG	
   en	
   ambos	
   casos	
   obtuvimos	
   una	
   respuesta	
   más	
  

mantenida	
  en	
  el	
  tiempo	
  (Figura	
  4.18).	
  Estas	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  se	
  correlacionan	
  con	
  lo	
  

observado	
   cuando	
   analizamos	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK.	
   El	
   hecho	
   de	
   que	
   la	
  

cinética	
   de	
   fosforilación	
   de	
   RSK,	
   como	
   sustrato	
   citoplasmático,	
   sea	
   transitoria	
   tras	
  

estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  mantenida	
  cuando	
  se	
  estimula	
  con	
  HRG	
  nos	
  desvela	
  que	
  la	
  regulación	
  

de	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  ocurre	
  en	
  el	
  citoplasma,	
  y	
  que	
  algún	
  mecanismo	
  de	
  regulación	
  debe	
  

estar	
   presente	
   en	
   el	
   citoplasma	
   para	
   convertir	
   una	
   respuesta	
   inicial	
   transitoria,	
   como	
   la	
  

observada	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  y	
  de	
  MEK,	
  en	
  una	
  respuesta	
  mantenida	
  como	
  la	
  observada	
  

en	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  y	
  RSK,	
  en	
  las	
  células	
  estimuladas	
  con	
  HRG.	
  	
  

Para	
  terminar	
  de	
  corroborar	
  como	
  eran	
  las	
  cinéticas	
  de	
  ERK	
  tanto	
  en	
  el	
  núcleo	
  como	
  en	
  

el	
   citoplasma,	
   utilizamos	
   la	
   técnica	
   de	
   fraccionamiento	
   núcleo-­‐citoplasma	
   y	
   analizamos	
  

mediante	
   western	
   blot	
   los	
   niveles	
   de	
   ERK	
   fosforilado	
   en	
   ambas	
   localizaciones,	
   tras	
   la	
  

estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG	
  a	
  distintos	
   tiempos.	
  Como	
  marcadores	
  de	
  cada	
   localización	
  se	
  

usó	
  el	
  anticuerpo	
  para	
  la	
  lamina	
  A	
  para	
  detectar	
  las	
  fracciones	
  nucleares	
  y	
  el	
  anticuerpo	
  para	
  

la	
  proteína	
  RhoGDI	
  como	
  marcador	
  de	
  citoplasma.	
  Pudimos	
  corroborar	
  que	
  las	
  cinéticas	
  de	
  

fosforilación	
  de	
  ERK	
  son	
  similares	
  en	
  el	
  núcleo	
  y	
  en	
  el	
  citoplasma	
  en	
  cada	
  caso,	
  por	
  lo	
  que	
  el	
  

mecanismo	
  de	
   regulación	
   de	
   la	
   cinética	
   de	
   activación	
   de	
   ERK,	
   desencadenado	
  por	
   la	
  HRG,	
  

tendría	
  lugar	
  previo	
  a	
  la	
  translocación	
  al	
  núcleo	
  (Figura	
  4.19.A).	
  Al	
  mismo	
  tiempo	
  analizamos	
  

los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  Elk1	
  en	
  el	
  núcleo	
  al	
  estimular	
   las	
  células	
  con	
  EGF	
  y	
  con	
  HRG,	
  

durante	
  dos	
  minutos.	
   Y	
  pudimos	
  observar	
  que	
   la	
   intensidad	
  de	
   la	
   fosforilación	
  de	
  Elk1	
  era	
  

mucho	
  mayor	
  en	
  las	
  células	
  estimuladas	
  con	
  HRG	
  que	
  en	
  las	
  estimuladas	
  con	
  EGF,	
  a	
  pesar	
  de	
  

presentar	
   los	
   mismos	
   niveles	
   de	
   ERK	
   fosforilado,	
   con	
   lo	
   que	
   se	
   puede	
   decir	
   que	
   la	
   señal	
  

desencadenada	
  por	
  HRG	
  en	
  el	
  núcleo	
  es	
  mucho	
  más	
  potente	
  que	
  la	
  desencadenada	
  por	
  EGF	
  

(Figura	
  4.19.B).	
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4.4. El	
  espacio	
  como	
  regulador	
  de	
  la	
  señalización	
  Ras-­‐ERK	
  

Tal	
  y	
  como	
  se	
  demostró	
  anteriormente,	
  el	
  sitio	
  o	
  localización	
  subcelular	
  desde	
  la	
  cual	
  Ras	
  

señaliza	
   es	
   de	
   gran	
   importancia.	
   En	
   función	
   de	
   la	
   sublocalización	
   de	
   Ras,	
   los	
   niveles	
   de	
  	
  

fosforilación	
  ERK	
  pueden	
  ser	
  diferentes,	
  y	
  además	
  también	
  puede	
  ser	
  la	
  causa	
  de	
  cinéticas	
  de	
  

distinta	
   duración.	
   Es	
   decir,	
   el	
   sitio	
   desde	
   el	
   cual	
   Ras	
   está	
   señalizando	
   podría	
   ser	
   una	
  

explicación	
  para	
   las	
  diferentes	
   cinéticas	
  obtenidas	
  al	
   estimulas	
   las	
   células	
  MCF7	
  con	
  EGF	
  o	
  

con	
  HRG.	
  Con	
  este	
  fin	
  analizamos	
  el	
  lugar	
  desde	
  el	
  cual	
  Ras	
  está	
  señalizando	
  en	
  este	
  modelo	
  

celular,	
  tanto	
  con	
  EGF	
  como	
  con	
  HRG.	
  

En	
  primer	
  lugar,	
  estudiamos	
  si	
  las	
  MCF7	
  contenían	
  Ras	
  tanto	
  en	
  retículo	
  endoplasmático	
  

como	
   en	
   membrana	
   plasmática,	
   siendo	
   éstos	
   los	
   sitios	
   de	
   más	
   importancia	
   para	
   la	
  

señalización.	
  Para	
  ello,	
  separamos	
  mediante	
  gradientes	
  de	
  iodixanol	
  distintas	
  fracciones	
  que	
  

contenían	
   lisados	
   ricos	
   en	
   retículo	
   endoplasmático	
   y	
   membrana	
   plasmática.	
   	
   Mediante	
  

western	
   blot,	
   utilizando	
   un	
   anticuerpo	
   que	
   reconoce	
   la	
   proteína	
   calreticulina,	
   pudimos	
  

Figura	
   4.19.	
  Análisis	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   en	
   el	
   núcleo	
   y	
   en	
   el	
   citoplasma	
   de	
  
células	
  MCF7	
  estimuladas	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG.	
  Células	
  MCF7	
  previamente	
  privadas	
  de	
  suero	
  (16	
  horas)	
  fueron	
  
estimuladas	
   con	
   EGF	
   o	
   con	
   HRG	
   a	
   los	
   tiempos	
   indicados.	
   Las	
   células	
   se	
   lisaron	
   según	
   el	
   protocolo	
   de	
  
fraccionamiento	
  núcleo-­‐citoplasma	
  y	
  se	
   sometieron	
  a	
  electroforesis.	
  A.	
   Se	
   analizó	
  mediante	
  western	
  blot	
  
las	
  cinéticas	
  de	
   fosforilación	
  de	
  ERK	
  tanto	
  en	
  el	
  citoplasma	
  como	
  en	
  el	
  núcleo.	
  B.	
  Se	
  detectó	
  por	
  western	
  
blot	
   los	
  niveles	
  de	
  p-­‐Elk1	
  de	
   células	
   estimuladas	
   (2	
  minutos)	
   con	
  EGF	
   y	
  HRG	
  en	
   comparación	
   con	
   células	
  
privadas	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  horas	
  (ST).	
  Utilizando	
  como	
  marcador	
  de	
  citoplasma	
  (C)	
  la	
  proteína	
  RhoGDI	
  y	
  
como	
  marcador	
  de	
  núcleo	
  (N)	
  la	
  proteína	
  lamina	
  A.	
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detectar	
   las	
   fracciones	
   ricas	
   en	
   retículo	
   endoplasmático.	
   Utilizando	
   un	
   anticuerpo	
   que	
  

reconoce	
  el	
  receptor	
  de	
  transferrina,	
  detectamos	
  fracciones	
  que	
  contenían	
  un	
  alto	
  contenido	
  

en	
   membrana	
   plasmática.	
   Así,	
   al	
   realizar	
   un	
   western	
   blot	
   para	
   la	
   proteína	
   H-­‐Ras,	
  

determinamos	
  que	
  podemos	
  encontrar	
   esta	
   proteína	
   en	
   ambas	
   localizaciones	
   subcelulares	
  

(Figura	
  4.20.A).	
  

Dentro	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   se	
   pueden	
   definir	
   dos	
   tipos	
   de	
   regiones:	
   balsas	
  

lipídicas	
  y	
  membrana	
  desordenada.	
  Por	
  ello,	
  era	
  necesario	
  hacer	
  una	
  separación	
  de	
  estos	
  dos	
  

dominios	
  de	
   la	
  membrana,	
  para	
   saber	
   si	
  H-­‐Ras	
   se	
  ubicaba	
  de	
  manera	
  endógena	
  en	
  ambas	
  

regiones.	
  Se	
  realizó	
  un	
  fraccionamiento	
  de	
  membrana	
  plasmática	
  en	
  gradiente	
  de	
  sacarosa	
  y	
  

Tritón	
  X-­‐100,	
  que	
  nos	
  permitió	
   separar	
  ambos	
  dominios	
  de	
   la	
  membrana	
  en	
   función	
  de	
   su	
  

densidad.	
   Se	
   obtuvieron	
   12	
   fracciones,	
   siendo	
   las	
   5-­‐6	
   primeras	
   menos	
   densas	
   y	
  

correspondiendo	
  a	
   las	
  balsas	
   lipídicas	
  o	
   lipid	
  rafts,	
  y	
  otras	
  más	
  densas	
  (de	
   la	
  fracción	
  7	
  a	
   la	
  

12)	
   contenían	
   los	
   dominios	
   de	
   membrana	
   desordenada.	
   Para	
   su	
   detección	
   se	
   usó	
   un	
  

marcador	
  para	
   cada	
  uno	
  de	
   los	
  dominios:	
  el	
   receptor	
  de	
   la	
   transferrina	
  para	
   la	
  membrana	
  

desordenada	
   y	
   la	
   caveolina	
   para	
   las	
   balsas	
   lipídicas.	
   Pudimos	
   comprobar	
   que	
   H-­‐Ras	
   se	
  

localizaba	
   en	
   membrana	
   desordenada,	
   sin	
   embargo	
   no	
   detectamos	
   Ras	
   endógeno	
   en	
   las	
  

balsas	
  lipídicas	
  (Figura	
  4.20.B).	
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Figura	
  4.20.	
  Fraccionamientos	
  subcelulares	
  y	
  determinación	
  de	
  la	
  expresión	
  endógena	
  de	
  HRas	
  en	
  
endomembranas	
   y	
  membrana	
   plasmática.	
   	
  A.	
  Las	
   células	
  MCF7	
   fueron	
   lisadas	
   y	
  procesadas	
  según	
  el	
  
protocolo	
  descrito	
  para	
  la	
  purificación	
  de	
  retículo	
  endoplasmático.	
  Las	
  diferentes	
  fracciones	
  obtenidas	
  se	
  
sometieron	
   a	
   electroforesis	
   y	
   mediante	
   la	
   técnica	
   de	
   western	
   blot	
   se	
   detectó	
   las	
   fracciones	
   ricas	
   en	
  
retículo	
  y	
  en	
  membrana,	
  comprobando	
  que	
  Ras	
  se	
  expresaba	
  en	
  ambas	
  localizaciones	
  subcelulares.	
  B.	
  Las	
  
células	
  MCF7	
  fueron	
  lisadas	
  y	
  procesadas	
  según	
  el	
  protocolo	
  descrito	
  para	
  la	
  separación	
  de	
  los	
  dominios	
  
de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  en	
  gradiente	
  de	
  sacarosa	
  con	
  Tritón	
  X-­‐100,	
  separando	
  las	
  balsas	
  lipídicas	
  de	
  la	
  
membrana	
  desordenada,	
  y	
  determinando,	
  mediante	
  western	
  blot,	
  la	
  ausencia	
  de	
  HRas	
  en	
  balsas	
  lipídicas.	
  
TFR:	
  receptor	
  de	
  transferrina;	
  Cav:	
  caveolina.	
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Por	
   lo	
   tanto,	
   a	
   la	
   hora	
   de	
   analizar	
   la	
   activación	
   de	
  Ras	
   en	
   las	
   diferentes	
   localizaciones	
  

subcelulares,	
  no	
  analizamos	
  la	
  actividad	
  desde	
  balsas	
  lipídicas	
  ya	
  que	
  no	
  hay	
  Ras	
  en	
  este	
  tipo	
  

de	
  membrana.	
   Comenzamos	
   por	
   analizar	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   en	
   retículo	
   endoplasmático,	
  

transfectando	
  H-­‐Ras	
  con	
  un	
  epítopo	
  que	
  restringe	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  al	
  retículo,	
  se	
  

trata	
  de	
  un	
  dominio	
  de	
  la	
  fosfatasa	
  PTP	
  que	
  se	
  localiza	
  en	
  dicho	
  compartimento	
  (Frangioni	
  et	
  

al.,	
  1992).	
  No	
  fuimos	
  capaces	
  de	
  detectar	
  Ras	
  activo	
  en	
  retículo	
  al	
  estimular	
  con	
  EGF	
  o	
  HRG.	
  

Utilizamos	
   como	
   control	
   positivo	
   RasGRF1	
   que,	
   como	
   ya	
   fue	
   demostrado	
   en	
   nuestro	
  

laboratorio,	
   es	
   capaz	
   de	
   activar	
   Ras	
   de	
  manera	
   específica	
   en	
   el	
   retículo	
   (Arozarena	
   et	
   al.,	
  

2004).	
   Así,	
   cotransfectamos	
   RasGRF1	
   y	
   PTP-­‐HRas	
   y	
   realizamos	
   un	
   ensayo	
   de	
   pulldown,	
  

corroborando	
  que	
  RasGRF1	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
  a	
  PTPHRas.	
  Al	
  mismo	
  tiempo,	
  analizamos	
  la	
  

posible	
  activación	
  de	
  PTPHRas	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  o	
  HRG,	
  sin	
  tener	
  activación	
  de	
  Ras	
  

en	
  el	
  retículo	
  bajo	
  nuestras	
  condiciones	
  de	
  experimentación	
  (Figura	
  4.21).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Por	
   otra	
   parte,	
   analizamos	
   también	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   en	
   el	
   Aparato	
   de	
   Golgi	
   tras	
  

estimular	
   las	
   células	
   con	
   EGF	
   o	
   con	
   HRG.	
   Con	
   este	
   fin,	
   transfectamos	
   las	
   células	
   con	
   un	
  

plásmido	
  que	
  nos	
  permitió	
  expresar	
  H-­‐Ras	
  en	
  el	
  Aparato	
  de	
  Golgi	
  por	
  llevar	
  el	
  epítopo	
  KDELR	
  

que	
  dirige	
  a	
   la	
  proteína	
  a	
  esta	
   localización.	
  Además,	
   se	
   transfectó	
  RasGRP,	
   sirviendo	
  como	
  

control	
  positivo	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  Ras	
  en	
  el	
  Aparato	
  de	
  Golgi	
  (Bivona	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Caloca	
  et	
  

al.,	
  2003).	
  Tras	
  24	
  horas	
  después	
  de	
  la	
  transfección,	
  privamos	
  las	
  células	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  

Figura	
   4.21.	
  Análisis	
   de	
   la	
   activación	
  de	
  Ras	
  en	
   el	
   retículo	
  endoplasmático	
  de	
   células	
  MCF7	
   tras	
  
estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG.	
  Las	
  células	
  MCF7	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  plásmido	
  PTP-­‐HRas	
  para	
  la	
  
expresión	
   de	
   Ras	
   localizado	
   en	
   retículo,	
   a	
   las	
   24	
   horas	
   fueron	
   privadas	
   de	
   suero	
   durante	
   16	
   horas	
   y	
  
posteriormente	
  se	
  procedió	
  a	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  o	
  HRG	
  según	
  el	
  caso,	
  a	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  Como	
  
control	
   positivo	
   se	
   utilizó	
   la	
   activación	
   de	
   PTP-­‐HRas	
   con	
   RasGRF1.	
   Tras	
   la	
   técnica	
   de	
   pulldown	
   y	
   el	
  
posterior	
  western	
   blot	
   se	
   determinó	
   que	
  en	
   células	
  MCF7	
  no	
   se	
   observa	
   activación	
   de	
   Ras	
   en	
   retículo	
  
endoplasmático.	
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horas.	
   Se	
   estimularon	
   las	
   células	
   a	
   distintos	
   tiempos	
   tanto	
   con	
   EGF	
   como	
   con	
   HRG,	
   a	
  

continuación	
  se	
  realizó	
  el	
  ensayo	
  de	
  pulldown	
  y	
  los	
  correspondientes	
  western	
  blots.	
  Pudimos	
  

así	
  comprobar	
  que	
  las	
  células	
  MCF7	
  no	
  presentan	
  tampoco	
  actividad	
  de	
  Ras	
  en	
  el	
  Aparato	
  de	
  

Golgi,	
  bajo	
  ninguno	
  de	
  los	
  estímulos	
  estudiados	
  (Figura	
  4.22).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Por	
   último,	
   analizamos	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   en	
   la	
   membrana	
   desordenada.	
   Para	
   ello,	
  

generamos	
  una	
  línea	
  de	
  MCF7	
  que	
  expresaba	
  de	
  manera	
  estable	
  CD8-­‐HA-­‐HRaswt.	
  Privamos	
  a	
  

las	
   células	
   de	
   suero	
   durante	
   16	
   horas,	
   y	
   estimulamos	
   con	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   estímulos.	
  

Realizamos,	
  nuevamente,	
  la	
  técnica	
  de	
  pulldown,	
  con	
  la	
  que	
  separamos	
  la	
  población	
  de	
  Ras	
  

activo	
  de	
  la	
  población	
  total	
  de	
  Ras.	
  Mediante	
  un	
  western	
  blot,	
  utilizando	
  un	
  anticuerpo	
  para	
  

detectar	
   la	
  proteína	
  H-­‐Ras,	
   fuimos	
  capaces	
  de	
  detectar	
   la	
  activación	
  de	
  CD8-­‐HA-­‐HRas	
  en	
  el	
  

caso	
  de	
  la	
  estimulación	
  con	
  HRG,	
  obteniendo	
  una	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  con	
  un	
  pico	
  

máximo	
  de	
  activación	
  a	
   los	
  dos	
  minutos,	
  al	
   igual	
  que	
  veíamos	
  al	
  analizar	
   los	
  niveles	
  de	
  Ras	
  

endógeno,	
  que	
  después	
  va	
  decayendo	
  hasta	
  niveles	
  casi	
  basales	
  (Figura	
  4.23).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

!"!!!!!!#!!!!!$!!!!%"!!!!!#!!!!!$!!!!%"!
&'(! )*'!*+,'*-!!" #"

$%&'"

'(%)!*&+,"

'(%)!*&+," -("
)."

Figura	
   4.22.	
   Análisis	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   en	
   el	
   Aparato	
   de	
   Golgi	
   de	
   células	
   MCF7	
   tras	
  
estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG.	
  Las	
  células	
  MCF7	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  plásmido	
  KDEL-­‐HRas	
  para	
  la	
  
expresión	
  de	
  Ras	
  localizado	
  en	
  Aparato	
  de	
  Golgi,	
  a	
  las	
  24	
  horas	
  fueron	
  privadas	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  horas	
  
y	
  posteriormente	
   se	
  procedió	
   a	
   la	
   estimulación	
   con	
  EGF	
  o	
  HRG	
   según	
  el	
   caso,	
   a	
   los	
   tiempos	
   indicados.	
  
Como	
  control	
  positivo	
  se	
  utilizó	
   la	
  activación	
  de	
  PTP-­‐HRas	
  con	
  RasGRP.	
  Tras	
   la	
   técnica	
  de	
  pulldown	
  y	
  el	
  
posterior	
  western	
  blot	
  se	
  determinó	
  que	
  en	
  células	
  MCF7	
  no	
  se	
  observa	
  activación	
  de	
  Ras	
  en	
  el	
  Aparato	
  
de	
  Golgi.	
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4.5. El	
  tiempo	
  como	
  regulador	
  de	
  la	
  respuesta	
  biológica	
  

Tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  comprobado	
  en	
  esta	
  tesis,	
  en	
  las	
  células	
  MCF7	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  

el	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  EGF,	
  se	
  induce	
  la	
  fosforilación	
  transitoria	
  de	
  ERK.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  si	
  

las	
  células	
  son	
  estimuladas	
  con	
  heregulina	
  (HRG)	
  se	
  obtiene	
  una	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  más	
  

sostenida	
  en	
  el	
  tiempo.	
  	
  

Además,	
  según	
  el	
  trabajo	
  publicado	
  por	
  otros	
  grupos,	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  con	
  HRG	
  

induce	
  efectos	
  fenotípicos	
  diferentes	
  (Nagashima	
  et	
  al.,	
  2007),	
  el	
  EGF	
  lleva	
   las	
  células	
  a	
  un	
  

estado	
  proliferativo	
  mientras	
  que	
   la	
  estimulación	
  con	
  HRG	
   induce	
   la	
  diferenciación	
  celular	
  

hacia	
   células	
   adipocíticas.	
   Dicha	
   diferenciación	
   está	
   caracterizada	
   por	
   presentar	
   una	
  

acumulación	
  de	
  lípidos	
  en	
  su	
  interior.	
  De	
  tal	
  manera	
  que	
  dos	
  estímulos	
  diferentes,	
  utilizando	
  

la	
   misma	
   ruta	
   de	
   señalización,	
   son	
   capaces	
   de	
   provocar	
   respuestas	
   biológicas	
   muy	
  

diferentes.	
  

Nos	
  propusimos	
  investigar	
  como	
  la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  afecta	
  a	
  la	
  respuesta	
  en	
  

MCF7.	
   Para	
   empezar	
  mantuvimos	
   las	
   células	
  MCF7	
   durante	
   7	
   días	
   en	
   presencia	
   de	
  HRG	
   y	
  

EGF.	
  Tras	
  el	
  tratamiento,	
  las	
  células	
  fueron	
  fijadas	
  y	
  teñidas	
  con	
  OilRed	
  que	
  marca	
  el	
  interior	
  

de	
  las	
  células	
  de	
  rojo,	
  allí	
  donde	
  se	
  ha	
  producido	
  acumulación	
  de	
  lípidos	
  (Figura	
  4.24).	
  

	
  

Figura	
   4.23.	
   Análisis	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   en	
   membrana	
   desordenada	
   de	
   células	
   MCF7	
   tras	
  
estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG.	
  Las	
  células	
  MCF7	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  el	
  plásmido	
  CD8-­‐HA-­‐HRas	
  para	
  la	
  
expresión	
  de	
  Ras	
  localizado	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  desordenada,	
  obteniendo	
  clones	
  que	
  expresaban	
  
de	
  manera	
  estable	
  dicha	
  proteína.	
  Las	
  células	
  fueron	
  privadas	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  horas	
  y	
  posteriormente	
  
se	
   procedió	
   a	
   la	
   estimulación	
   con	
   EGF	
  o	
   HRG	
   según	
   el	
   caso,	
   a	
   los	
   tiempos	
   indicados.	
   Tras	
   la	
   técnica	
   de	
  
pulldown	
  y	
  el	
  posterior	
  western	
  blot	
  se	
  determinó	
  que,	
  en	
  células	
  MCF7,	
  HRas	
  se	
  activa	
  desde	
  membrana	
  
plasmática	
  desordenada	
  a	
  niveles	
  detectables	
  únicamente	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  HRG.	
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Una	
  vez	
  verificado	
  el	
  modelo,	
  analizamos	
  si	
   la	
  activación	
  diferencial	
  de	
  ERK	
  observada	
  

tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  y	
  con	
  HRG,	
  era	
  la	
  base	
  de	
  la	
  respuesta	
  diferencial	
  observada	
  a	
  

ambos	
  estímulos	
  en	
  las	
  células	
  MCF7.	
  Con	
  este	
  fin	
  prolongamos	
  la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  

ERK	
   bajo	
   estimulación	
   con	
   EGF	
  mediante	
   la	
   sobre-­‐expresión	
   de	
  H-­‐RAS,	
   de	
   esta	
  manera	
   la	
  

cinética	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   era	
   más	
   sostenida,	
   mimetizando	
   la	
   respuesta	
   obtenida	
  

cuando	
  las	
  células	
  eran	
  estimuladas	
  con	
  HRG	
  (Figura	
  4.25).	
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Figura	
   4.25.	
  Prolongación	
   de	
   la	
   cinética	
   de	
   ERK1/2	
   por	
   sobre-­‐expresión	
   de	
   HRas.	
  Células	
  MCF7	
  
fueron	
   transfectadas	
   con	
   un	
   plásmido	
   de	
   expresión	
   de	
   HRas	
   y	
   con	
   un	
   vector	
   vacío	
   como	
   control	
   del	
  
experimento.	
  Tras	
  16	
  horas	
  de	
  privación	
  de	
  suero,	
  las	
  células	
  fueron	
  estimuladas	
  con	
  EGF	
  (100ug/ml)	
  y	
  
lisadas	
  a	
  los	
  tiempos	
  indicados.	
  Mediante	
  western	
  blot	
  se	
  detectó	
  la	
  proteína	
  ERK	
  fosforilada	
  utilizando	
  la	
  
cantidad	
  de	
  ERK	
  total	
  como	
  control	
  de	
  carga.	
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Figura	
   4.24.	
  Detección	
  de	
   la	
   diferenciación	
   de	
   las	
   células	
  MCF7	
   por	
   tinción	
   con	
  OilRed.	
  Células	
  
MCF7	
  fueron	
  mantenidas	
  en	
  medio	
  en	
  ausencia	
  de	
  suero	
  durante	
  16	
  horas	
  para,	
  posteriormente,	
  inducir	
  
su	
  diferenciación	
  administrando	
  HRG	
  en	
  el	
  medio.	
  Como	
  control	
  se	
  utilizó	
  el	
  tratamiento	
  con	
  EGF	
  en	
  las	
  
mismas	
  condiciones.	
  Tras	
  7	
  días	
  en	
  estas	
  condiciones	
  de	
  cultivo	
  se	
  procedió	
  a	
  la	
  tinción	
  con	
  OilRed	
  para	
  
detectar	
  las	
  acumulaciones	
  de	
  lípidos.	
  	
  

	
  
	
  

!"#$ %&"$



	
   	
   Resultados	
  
	
  

	
   117	
  

En	
  este	
  punto,	
  era	
  necesario	
  comprobar	
  si	
  la	
  prolongación	
  “artificial”	
  de	
  la	
  señal,	
  aún	
  en	
  

presencia	
  de	
  EGF,	
  era	
  suficiente	
  para	
  inducir	
  una	
  diferenciación	
  celular,	
  así	
  como	
  lo	
  hacía	
  la	
  

HRG.	
  Dicho	
  de	
  otra	
  manera,	
  quisimos	
  analizar	
  si	
  éramos	
  capaces	
  de	
  simular	
   la	
  señalización	
  

inducida	
  por	
  HRG,	
  sobre-­‐expresando	
  H-­‐Ras	
  y	
  en	
  presencia	
  de	
  EGF.	
  

Realizamos	
   el	
   experimento	
   de	
   diferenciación	
   celular,	
   utilizando	
   como	
   controles	
   las	
  

células	
   estimuladas	
   con	
   EGF	
   y	
   con	
   HRG,	
   para	
   analizar	
   la	
   capacidad	
   de	
   diferenciación	
   que	
  

confiere	
  la	
  sobre-­‐expresión	
  de	
  Ras	
  manteniendo	
  los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  durante	
  

más	
   tiempo.	
   Además,	
   estudiamos	
   si	
   la	
   respuesta	
   era	
   similar	
   si	
   se	
   sobre-­‐expresaban	
   otros	
  

componentes	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  de	
  EGF.	
  Así,	
  también	
  analizamos	
  la	
  diferenciación	
  

en	
  células	
  transfectadas	
  con	
  MEK	
  wild-­‐type	
  y	
  con	
  el	
  receptor	
  de	
  EGF	
  (EGFR).	
  Observamos	
  que	
  

las	
  células	
  también	
  diferenciaban	
  en	
  presencia	
  de	
  EGF	
  si	
  se	
  sobre-­‐expresaban	
  H-­‐Ras,	
  MEK	
  y	
  

EGFR	
  (Figura	
  4.26).	
  Aunque	
  no	
  se	
  consiguieron	
  niveles	
  de	
  diferenciación	
  tan	
  altos	
  como	
  en	
  

las	
   células	
   tratadas	
   con	
  HRG,	
   la	
   tendencia	
   estaba	
   clara,	
   observando	
   incluso	
  que	
   la	
   tasa	
   de	
  

diferenciación	
  era	
  mayor	
  cuanto	
  más	
  cantidad	
  de	
  H-­‐Ras,	
  MEK	
  o	
  EGFR	
  (0,5	
  µg,	
  1	
  µg	
  y	
  2	
  µg	
  de	
  

ADN)	
   era	
   sobre-­‐expresado,	
   indicando	
   la	
   dependencia	
   de	
   la	
   diferenciación	
   en	
   MCF7	
   de	
   la	
  

duración	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK.	
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Figura	
   4.26.	
   Ensayo	
   de	
   diferenciación	
   de	
   células	
   MCF7	
   sobre-­‐expresando	
   HRas,	
   MEK	
   y	
   EGFR.	
  
Células	
  MCF7	
  fueron	
  transfectadas	
  con	
  un	
  plásmido	
  de	
  expresión	
  de	
  HRas,	
  MEK,	
  EGFR	
  (1ug	
  de	
  plásmido)	
  
y	
  con	
  un	
  vector	
  vacío	
  como	
  control	
  del	
  experimento.	
  Tras	
  16	
  horas	
  de	
  privación	
  de	
  suero	
  se	
  añadió	
  a	
  las	
  
células	
  HRG	
  como	
  control	
  positivo	
  de	
  diferenciación	
  y	
  EGF	
  en	
  las	
  condiciones	
  experimentales.	
  Tras	
  7	
  días	
  
en	
  estas	
   condiciones	
  de	
   cultivo,	
   las	
   células	
   fueron	
   fijadas	
   y	
   teñidas	
   según	
  el	
   protocolo	
  de	
   tinción	
   con	
  
OilRed.	
  Se	
  tomaron	
  fotografías	
  de	
  las	
  células	
  en	
  las	
  diferentes	
  condiciones	
  y	
  a	
  continuación	
  se	
  procedió	
  a	
  
la	
  extracción	
  con	
  isopropanol	
  del	
  colorante	
  para	
  realizar	
  una	
  lectura	
  de	
  la	
  absorbancia	
  a	
  510-­‐540	
  nm.	
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V. DISCUSIÓN	
  

	
  

1. ESPACIO	
  COMO	
  REGULADOR	
  DE	
  LA	
  SEÑAL	
  Ras-­‐ERK	
  INDUCIDA	
  POR	
  EGF	
  

	
  

1.1. Análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  desde	
  las	
  distintas	
  localizaciones	
  

de	
  Ras	
  

Dada	
   su	
   importancia,	
   en	
   los	
   últimos	
   años	
   se	
   han	
   desarrollado	
   varios	
   modelos	
  

matemáticos	
   de	
   la	
   cascada	
   de	
   las	
   MAPKs.	
   Estos	
   modelos	
   han	
   proporcionado	
   nuevos	
  

conocimientos	
   y	
   predicciones	
   de	
   cómo	
   el	
   sistema	
   funciona,	
   gracias	
   a	
   la	
   descripción	
  

topológica,	
   las	
   interacciones	
   que	
   tienen	
   lugar,	
   así	
   como	
   el	
   análisis	
   del	
   comportamiento	
  

dinámico	
  del	
  sistema	
  (Kolch	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

Hasta	
  el	
  momento,	
  uno	
  de	
   los	
  modelos	
  más	
  completos	
  propuestos	
  para	
   la	
  señalización	
  

de	
   las	
  MAPKs	
  es	
  el	
  desarrollado	
  por	
  Schoeberl	
  y	
  colaboradores.	
  En	
  su	
  modelo	
  matemático,	
  

basado	
  en	
  ecuaciones	
  diferenciales,	
  se	
  describen	
  los	
  mecanismos	
  moleculares	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  

activación	
  de	
  la	
  ruta	
  ERK	
  por	
  EGF	
  (Schoeberl	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Se	
  trata	
  de	
  un	
  modelo	
  muy	
  robusto	
  

que	
  tiene	
  en	
  consideración	
  muchos	
  aspectos	
  importantes	
  de	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  ERK	
  

desencadenada	
   por	
   EGF,	
   sin	
   embargo	
   presenta	
   algunos	
   errores	
   (Orton	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Por	
  

ejemplo,	
   no	
   se	
   considera	
   cómo	
   afecta	
   la	
   localización	
   subcelular	
   de	
   Ras	
   a	
   la	
   señalización	
  

celular,	
   ni	
   los	
   distintos	
  mecanismos	
   de	
   regulación	
   que	
   actúan	
   sobre	
   Ras	
   en	
   función	
   de	
   su	
  

localización	
  dentro	
  de	
  la	
  célula.	
  

Son	
  varios	
  los	
  trabajos	
  que	
  muestran	
  la	
  gran	
  importancia	
  que	
  tiene	
  la	
  localización	
  de	
  Ras	
  

en	
   la	
   señalización	
   celular,	
   demostrando	
   que	
   la	
   determinación	
   de	
   una	
   respuesta	
   biológica	
  

puede	
  ser	
  diferente	
  en	
  función	
  de	
  la	
  localización	
  subcelular	
  de	
  Ras	
  (Bivona	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Casar	
  

et	
  al.,	
  2009;	
  Matallanas	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Por	
  lo	
  que	
  consideramos	
  que	
  este	
  aspecto	
  debía	
  tenerse	
  

en	
  cuenta	
  a	
  la	
  hora	
  de	
  diseñar	
  un	
  modelo	
  matemático	
  que	
  describiera	
  la	
  señalización	
  de	
  Ras-­‐

ERK,	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF.	
  	
  

Con	
   este	
   fin,	
   y	
   tomando	
   como	
   base	
   el	
   modelo	
   de	
   Schoeberl	
   y	
   colaboradores,	
   se	
   ha	
  

desarrollado	
  un	
  modelo	
  más	
  completo	
  y	
  sólido,	
  en	
  el	
  que	
  se	
  corrige	
  algunos	
  de	
   los	
  errores	
  

que	
  el	
  anterior	
  modelo	
  mostraba,	
  como	
  por	
  ejemplo	
  introducir	
  Ras-­‐GAP	
  como	
  inhibidor	
  de	
  la	
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ruta	
  Ras-­‐ERK,	
  en	
  lugar	
  de	
  activador	
  como	
  estaba	
  considerado	
  en	
  el	
  anterior	
  modelo,	
  así	
  como	
  

eliminar	
  el	
  estado	
   ficticio	
  Ras-­‐GTP*	
  posterior	
  a	
   la	
  unión	
  Ras-­‐Raf,	
   introduciendo	
  un	
  paso	
  de	
  

desactivación	
   de	
   RasGTP	
   a	
   RasGDP	
   catalizado	
   por	
   RasGAP.	
   Además	
   se	
   consideró	
   la	
  

contribución	
  de	
   las	
  sublocalizaciones	
  de	
  Ras,	
  que	
  el	
  anterior	
  modelo	
  no	
  tenía	
  en	
  cuenta.	
  El	
  

nuevo	
  modelo	
   del	
   proyecto	
   SIMAP	
   (Simulation	
  Modelling	
   of	
   the	
  MAP	
   kinase	
   Pathway)	
   ha	
  

creado	
  nuevas	
  predicciones	
  cualitativas,	
  verificándose	
  con	
  experimentos	
  llevados	
  a	
  cabo	
  por	
  

diferentes	
  grupos	
  de	
   investigación	
  de	
   forma	
   independiente.	
  Participamos	
  en	
  este	
  proyecto	
  

europeo	
  con	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  señalización	
  de	
  Ras	
  desde	
  diferentes	
  localizaciones	
  subcelulares,	
  

aportando	
   los	
   datos	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   activación	
   de	
   ERK	
   fruto	
   de	
   inactivar	
   a	
   Ras	
   en	
  

determinados	
  lugares	
  dentro	
  de	
  la	
  célula.	
  

Con	
  este	
  fin,	
  se	
  bloqueó	
  la	
  señal	
  de	
  Ras	
  en	
  las	
  diferentes	
  ubicaciones	
  subcelulares,	
  y	
  se	
  

obtuvo	
  una	
  reducción	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  Ras	
  en	
  diferente	
  grado.	
  Al	
  bloquear	
  la	
  señal	
  desde	
  

retículo	
   endoplasmático	
   y	
   desde	
   membrana	
   plasmática	
   se	
   obtuvo	
   una	
   reducción	
   de	
   la	
  

fosforilación	
  de	
  ERK	
  con	
  respecto	
  al	
  control	
  de	
  células	
  sin	
  bloquear	
  Ras,	
  siendo	
  los	
  niveles	
  de	
  

fosforilación	
  de	
  ERK	
  similares	
  a	
  las	
  células	
  sin	
  estimular.	
  Sin	
  embargo	
  la	
  inhibición	
  no	
  fue	
  tan	
  

pronunciada	
   cuando	
   se	
   bloqueó	
   la	
   señal	
   desde	
   el	
   aparato	
   de	
   Golgi,	
   estando	
   este	
   dato	
   en	
  

concordancia	
   con	
  el	
   hecho	
  de	
  que	
  H-­‐Ras	
  en	
  Golgi	
   activa	
  mayoritariamente	
  otros	
  efectores	
  

como	
  RalGDS	
  y	
  no	
  tanto	
  ERK	
  (Matallanas	
  et	
  al.,	
  2006),	
  y	
  que	
  puede	
  ser	
  explicado	
  también	
  en	
  

base	
  a	
  los	
  GEFs	
  y	
  GAPs	
  disponibles	
  en	
  los	
  diferentes	
  localizaciones	
  subcelulares	
  (Arozarena	
  et	
  

al.,	
  2004;	
  Bivona	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Caloca	
  et	
  al.,	
  2003)	
  De	
  hecho,	
  varios	
  estudios	
  sugieren	
  que	
  la	
  

actividad	
   GAP	
   es	
   más	
   pronunciada	
   en	
   el	
   interior	
   celular	
   que	
   en	
   la	
   membrana	
   plasmática	
  

(Mochizuki	
   et	
   al.,	
   2001;	
   Ohba	
   et	
   al.,	
   2003),	
   lo	
   que	
   está	
   en	
   relación	
   con	
   los	
   trabajos	
   que	
  

indican	
  que	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  es	
  la	
  ubicación	
  predominante	
  para	
  las	
  funciones	
  de	
  Ras	
  

(Augsten	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Estos	
  trabajos	
  previos	
  apoyan	
  nuestros	
  datos	
  en	
  los	
  que	
  observamos	
  

que	
   existe	
   mayor	
   inhibición	
   de	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   cuando	
   la	
   actividad	
   de	
   Ras	
   es	
  

bloqueada	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática.	
  	
  

Pero	
  además	
  de	
  estudiar	
  cómo	
  la	
   localización	
  de	
  Ras	
  está	
  afectando	
  la	
   intensidad	
  de	
  la	
  

señal,	
   también	
   analizamos	
   cómo	
   eran	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK,	
   en	
   cuanto	
   a	
  

duración,	
   siendo	
   de	
   gran	
   importancia	
   en	
   la	
   determinación	
   de	
   respuestas	
   biológicas	
   tal	
   y	
  

como	
   se	
   ha	
   demostrados	
   en	
   varios	
   modelos	
   celulares	
   (Marshall,	
   1995;	
   Nagashima	
   et	
   al.,	
  

2007).	
   Se	
   analizaron	
   para	
   ello	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   en	
   función	
   del	
   sitio	
   de	
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bloqueo	
  de	
  Ras	
  y	
  se	
  observó	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  era	
  dependiente	
  de	
  la	
  localización	
  de	
  

Ras	
  en	
  cuanto	
  a	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  señal.	
  

Una	
  vez	
  realizado	
  el	
  análisis	
  bioinformático,	
  y	
  generado	
  el	
  modelo	
  de	
  simulación,	
  se	
  pudo	
  

observar	
  cómo	
  serían	
  las	
  cinéticas	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  en	
  ausencia	
  de	
  la	
  señalización	
  de	
  Ras	
  

en	
  determinadas	
  sublocalizaciones	
  celulares,	
  así	
  como	
  las	
  cinéticas	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  fruto	
  

del	
  sitio	
  desde	
  el	
  cual	
  Ras	
  señaliza.	
  Según	
  lo	
  que	
  nuestro	
  modelo	
  predice	
  la	
  activación	
  de	
  ERK	
  

desde	
   membrana	
   plasmática	
   sería	
   transitoria	
   mientras	
   que	
   la	
   señalización	
   de	
   Ras	
   desde	
  

endomembranas	
  deriva	
  en	
  una	
  activación	
  de	
  ERK	
  sostenida.	
  La	
  predicción	
  del	
  modelo	
  encaja	
  

con	
  los	
  datos	
  de	
  otros	
  trabajos	
  en	
  los	
  que	
  se	
  describe	
  una	
  activación	
  rápida	
  y	
  transitoria	
  de	
  

Ras	
   en	
  membrana	
   plasmática,	
   y	
  más	
   sostenida	
   en	
   endomembranas	
   (Chiu	
   et	
   al.,	
   2002),	
   así	
  

como	
  con	
  el	
  hecho	
  de	
  que	
  proteínas	
  como	
  PLCε,	
  que	
  puede	
  funcionar	
  como	
  proteína	
  scaffold	
  

reteniendo	
  Ras	
  en	
  Golgi,	
  disminuye	
  la	
  cantidad	
  de	
  RasGTP	
  en	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  hace	
  

que	
   las	
   señales	
   transitorias	
   de	
   Ras	
   se	
   conviertan	
   en	
   sostenidas	
   en	
   el	
   aparato	
   de	
   Golgi	
  

(Eungdamrong	
  and	
  Iyengar,	
  2007).	
  

Con	
  el	
  fin	
  de	
  corroborar	
  el	
  modelo	
  obtenido,	
  analizamos	
  cómo	
  sería	
  la	
  señal	
  cuando	
  Ras	
  

es	
   desplazado	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática,	
   para	
   ello	
   transfectamos	
   un	
   plásmido	
   para	
   la	
  

expresión	
  de	
   la	
  proteína	
  Apt1,	
  que	
  elimina	
   los	
  grupos	
  palmitoil	
  de	
  Ras	
  y	
  puede	
  permitir	
   su	
  

liberación	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  y	
  su	
  enriquecimiento	
  en	
  endomembranas	
  (Duncan	
  and	
  

Gilman,	
  1998).	
  Obtuvimos	
  un	
   cambio	
  en	
   la	
   cinética	
  de	
   fosforilación	
  de	
  ERK,	
  de	
   tal	
  manera	
  

que	
   la	
   cinética	
   de	
   activación	
   obtenida	
   era	
   más	
   sostenida	
   en	
   el	
   tiempo,	
   mostrando	
   una	
  

desactivación	
   de	
   ERK	
   mucho	
   más	
   lenta	
   cuando	
   Ras	
   se	
   encuentra	
   predominantemente	
   en	
  

endomembranas.	
  

Corroboramos,	
   por	
   lo	
   tanto,	
   que	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
   señal	
   de	
   ERK	
   puede	
   ser	
  

diferente	
  en	
  función	
  de	
  la	
   localización	
  subcelular	
  desde	
  la	
  cual	
  Ras	
  está	
  señalizando.	
  Y	
  que,	
  

Ras	
  desde	
  membrana	
  plasmática	
  contribuye	
  a	
  la	
  desactivación	
  rápida	
  de	
  ERK,	
  lo	
  que	
  permite	
  

una	
  respuesta	
  de	
  cinética	
  transitoria	
  en	
  el	
  tiempo.	
  En	
  cuanto	
  a	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  señal,	
  no	
  

fuimos	
  capaces	
  de	
  corroborar	
  exactamente	
  los	
  datos	
  estimados	
  por	
  el	
  modelo	
  matemático,	
  

ya	
  que	
  en	
  las	
  células	
  que	
  expresan	
  de	
  manera	
  ectópica	
  Apt1	
  se	
  obtiene	
  una	
  fosforilación	
  de	
  

ERK	
  de	
  menos	
  intensidad	
  en	
  el	
  pico	
  máximo	
  de	
  activación,	
  mientras	
  que	
  el	
  modelo	
  predice	
  

una	
  disminución	
  de	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  mucho	
  más	
  drástica.	
  Posiblemente,	
  se	
  trata	
  de	
  un	
  

problema	
  en	
  la	
  eficiencia	
  de	
  eliminación	
  de	
  los	
  grupos	
  palmitoil,	
  que	
  no	
  siempre	
  es	
  completa,	
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y	
  puede	
  haber	
  un	
  pequeño	
  porcentaje	
  de	
  Ras	
  anclado	
  a	
  membrana	
  plasmática.	
  Además,	
  H-­‐

Ras	
  puede	
  estar	
  localizado	
  en	
  otras	
  ubicaciones	
  no	
  estudiadas	
  en	
  este	
  modelo,	
  y	
  que	
  pueden	
  

estar	
  contribuyendo	
  a	
  la	
  señal	
  total	
  de	
  H-­‐Ras	
  y	
  modificando	
  las	
  cinéticas	
  obtenidas.	
  Con	
  todo	
  

ello,	
   se	
   podría	
   concluir	
   que	
   Ras	
   desde	
   membrana	
   plasmática	
   sería	
   responsable	
   de	
   la	
  

activación	
  de	
   la	
   ruta	
  en	
   tiempos	
  cortos,	
  y	
  que	
  desde	
   retículo	
  endoplasmático	
  y	
  aparato	
  de	
  

Golgi	
  se	
  estaría	
  contribuyendo	
  al	
  mantenimiento	
  de	
  la	
  señal	
  a	
  tiempos	
  más	
  largos.	
  

	
  

1.2. Comprobación	
  del	
  modelo	
  de	
  señalización	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  ERK	
  en	
  otra	
  línea	
  celular	
  

Tal	
   y	
   como	
   propone	
   el	
   modelo	
   del	
   proyecto	
   SIMAP,	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
   desde	
  

membrana	
   plasmática	
   es	
  más	
   rápida	
  mientras	
   que	
   la	
   señalización	
   desde	
   endomembranas	
  

resulta	
   en	
   una	
   activación	
   de	
   ERK	
  más	
   lenta	
   y	
   sostenida	
   en	
   el	
   tiempo	
   en	
   las	
   células	
   HeLa,	
  

siendo	
  corroborado	
  mediante	
  la	
  expresión	
  ectópica	
  de	
  Apt1	
  que	
  desplaza	
  la	
  población	
  de	
  Ras	
  

a	
  endomembranas.	
  

Pero	
   llegados	
  a	
  este	
  punto,	
  era	
  necesario	
  comprobar	
  si	
   los	
  datos	
  que	
  se	
  proponen	
  con	
  

este	
  modelo	
   son	
  válidos	
  para	
  otras	
   líneas	
   celulares.	
  Para	
  ello	
  utilizamos	
  un	
  modelo	
   celular	
  

que	
   únicamente	
   expresara	
   Ras	
   desde	
  membrana	
   plasmática	
   y	
   comprobamos	
   cómo	
   era	
   la	
  

cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF.	
  

De	
  todos	
  los	
  miembros	
  de	
  la	
  familia	
  de	
  proteínas	
  de	
  Ras,	
  KRas	
  es	
  la	
  que	
  presenta	
  menor	
  

homología,	
   presentando	
   en	
   la	
   región	
   hipervariable	
   del	
   extremo	
   carboxilo	
   terminal	
   una	
  

secuencia	
  de	
   lisinas	
  que	
  hacen	
  que	
  su	
  procesamiento	
  post-­‐traduccional	
  sea	
  diferente	
  al	
  del	
  

resto	
  de	
  los	
  miembros	
  de	
  la	
  familia	
  Ras	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Hancock	
  et	
  al.,	
  1990;	
  James	
  et	
  al.,	
  

1995).	
   Tras	
   el	
   procesamiento	
   post-­‐traduccional	
   de	
   K-­‐Ras	
   este	
   se	
   localiza	
   únicamente	
   en	
  

retículo	
   endoplasmático	
   y	
   membrana	
   plasmática,	
   siendo	
   la	
   membrana	
   la	
   localización	
  más	
  

predominante	
  de	
  K-­‐Ras.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  un	
  modelo	
  celular	
  que	
  exprese	
  sólo	
  K-­‐Ras	
  era	
  el	
  idóneo	
  

para	
  nuestro	
  objetivo.	
  	
  

En	
   el	
   grupo	
   de	
   investigación	
   del	
   Dr.	
  Mariano	
   Barbacid,	
   se	
   ha	
   conseguido	
   generar	
   unos	
  

ratones	
  knockout	
  condicionales	
  para	
  K-­‐Ras	
  que	
  a	
  su	
  vez	
  son	
  knockout	
  para	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras,	
  de	
  

los	
  cuales	
  se	
  ha	
  podido	
  establecer	
  una	
   línea	
  de	
  MEFs	
  que	
  sólo	
  expresan	
  KRas	
  y	
  de	
  manera	
  

condicional	
  (Drosten	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Esteban	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Guerra	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Con	
  este	
  modelo	
  

celular	
   podemos	
   analizar	
   las	
   cinéticas	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   derivada	
   de	
   la	
   activación	
  

únicamente	
  de	
  K-­‐Ras	
  utilizando	
  como	
  control	
  células	
  wild-­‐type,	
  así	
  como	
  células	
  Ras	
  null,	
  que	
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no	
   expresan	
   ninguna	
   de	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras	
   ya	
   que	
   tras	
   el	
   suministro	
   de	
   4OH-­‐TMX	
   se	
  

elimina	
   la	
   expresión	
   de	
   K-­‐Ras.	
   Este	
   modelo	
   celular	
   soluciona	
   uno	
   de	
   los	
   principales	
  

problemas,	
   que	
   hasta	
   hace	
   un	
   tiempo	
   existía,	
   en	
   relación	
   al	
   estudio	
   del	
   papel	
   funcional	
   y	
  

bioquímico	
   de	
   la	
   isoforma	
   KRas,	
   como	
   es	
   la	
   imposibilidad	
   de	
   eliminar	
   su	
   expresión	
   o	
   de	
  

generar	
   un	
   modelo	
   celular	
   carente	
   de	
   KRas,	
   siendo	
   los	
   ratones	
   knockout	
   de	
   KRas	
   letales	
  

embrionarios	
  (Koera	
  et	
  al.,	
  1997).	
  

Como	
  primer	
  abordaje	
  comenzamos	
  por	
  analizar	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK,	
  tras	
  

la	
  estimulación	
  con	
  EGF,	
  en	
  células	
  wild-­‐type,	
  células	
  que	
  tan	
  sólo	
  expresan	
  K-­‐Ras	
  y	
  células	
  

que	
  no	
  expresan	
  Ras.	
  Observamos	
  que	
  la	
  cinética	
  de	
  activación	
  de	
  ERK	
  se	
  mantiene	
  durante	
  

más	
   tiempo	
   en	
   células	
   que	
   sólo	
   tienen	
   K-­‐Ras,	
   en	
   comparación	
   con	
   células	
   que	
   también	
  

expresan	
   H-­‐Ras	
   y	
   N-­‐Ras.	
   Es	
   decir,	
   la	
   señalización	
   desde	
   membrana	
   plasmática,	
   en	
   este	
  

modelo	
   celular,	
   presenta	
   una	
   desactivación	
  más	
   lenta	
   en	
   comparación	
   con	
   la	
   señalización	
  

total.	
  Por	
   lo	
   tanto,	
  el	
  modelo	
  matemático	
  desarrollado	
  a	
  partir	
  de	
   resultados	
  obtenidos	
  en	
  

células	
  HeLa	
  no	
  se	
  puede	
  extrapolar	
  a	
  este	
  modelo	
  celular.	
  Se	
  sabe	
  que,	
  de	
  las	
  tres	
  isoformas	
  

estudiadas,	
  K-­‐Ras	
  es	
  la	
  que	
  presenta	
  mayores	
  diferencias	
  estructurales	
  en	
  su	
  región	
  carboxilo	
  

terminal,	
  y	
  una	
  de	
  las	
  principales	
  consecuencias	
  de	
  estas	
  diferencias	
  es	
  su	
  localización	
  en	
  la	
  

célula,	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  los	
  mecanismos	
  regulatorios	
  a	
  los	
  que	
  se	
  somete.	
  Es	
  posible	
  que	
  en	
  las	
  

células	
  HeLa	
  la	
  proporción	
  de	
  las	
  tres	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  estudiadas	
  sea	
  desigual,	
  y	
  este	
  podría	
  

ser	
  uno	
  de	
   los	
  motivos	
  por	
   los	
  que	
  no	
  se	
  puede	
  comparar	
   los	
  datos	
  modelados	
  a	
  partir	
  de	
  

células	
   HeLa	
   con	
   el	
   modelo	
   celular	
   de	
   Barbacid.	
   Teniendo	
   en	
   cuenta	
   que	
   las	
   diferentes	
  

proteínas	
  Ras	
  son	
  reguladas	
  por	
  diferentes	
  mecanismos,	
  y	
  pueden	
  presentar	
  distinta	
  afinidad	
  

por	
   ciertos	
   GEFs,	
   no	
   es	
   sorprendente	
   encontrar	
   que	
   células	
   que	
   sólo	
   expresan	
   K-­‐Ras	
   se	
  

comporten	
  de	
  diferente	
  manera	
  a	
  células	
  que	
  expresen	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras.	
  Por	
  ejemplo,	
  se	
  

ha	
  descrito	
  que	
  RasGRF1	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
  H-­‐Ras	
  pero	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
   (Jones	
  and	
   Jackson,	
  

1998;	
  Matallanas	
  et	
  al.,	
  2003),	
  mientras	
  que	
  RasGRP2	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  pero	
  

no	
  H-­‐Ras	
   (Clyde-­‐Smith	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Otros	
  GEFs	
  como	
  el	
  ubicuo	
  Sos,	
  es	
  capaz	
  de	
  activar	
   las	
  

tres	
   isoformas	
   de	
   Ras:	
   H-­‐Ras,	
   N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras,	
   pero	
   con	
   diferente	
   eficiencia	
   siendo	
  H-­‐Ras	
   la	
  

isoforma	
   más	
   regulada	
   por	
   Sos,	
   y	
   K-­‐Ras	
   la	
   menos	
   influenciada	
   por	
   la	
   presencia	
   de	
   Sos	
  

(Jaumot	
   et	
   al.,	
   2002).	
   En	
   concreto,	
   se	
   han	
   descrito	
   ya	
   algunos	
   factores	
   de	
   intercambio	
   de	
  

nucleótidos	
  de	
  guanina	
  específicos	
  para	
  KRas	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  SMG	
  (Mizuno	
  et	
  al.,	
  1991),	
  

así	
  como	
  la	
  mayor	
  afinidad	
  de	
  KRas	
  para	
  la	
  activación	
  sobre	
  Raf1	
  o	
  Rac	
  en	
  comparación	
  con	
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HRas	
  (Walsh	
  and	
  Bar-­‐Sagi,	
  2001;	
  Yan	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Se	
  sabe	
  que	
  la	
  proteína	
  NF1GAP	
  es	
  cuatro	
  

veces	
  más	
  efectiva	
  sobre	
  HRas	
  y	
  NRas	
  que	
  sobre	
  KRas	
  (Bollag	
  and	
  McCormick,	
  1991),	
  de	
  tal	
  

manera	
   que	
   la	
   inactivación	
   de	
   la	
   ruta,	
   en	
   las	
   células	
   en	
   las	
   que	
   sólo	
   señaliza	
   KRas,	
   sería	
  

menos	
   efectiva.	
   Con	
   todo	
   ello,	
   después	
   de	
   intentar	
   corroborar	
   el	
   modelo	
   matemático	
  

desarrollado,	
  a	
  partir	
  de	
  datos	
  generados	
  en	
  células	
  Hela,	
  en	
  un	
  modelo	
  celular	
  en	
  el	
  que	
  sólo	
  

está	
  expresándose	
  K-­‐Ras,	
  encontramos	
  que	
  los	
  datos	
  no	
  son	
  validados	
  en	
  dichas	
  condiciones,	
  

lo	
  que	
  puede	
  corroborar	
  que	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  no	
  son	
  redundantes	
  funcionalmente,	
  y	
  que	
  

los	
   mecanismos	
   reguladores	
   de	
   sus	
   funciones	
   son	
   diferentes.	
   En	
   este	
   punto,	
   se	
   debería	
  

pensar	
   en	
   otra	
   estrategia	
   que	
   nos	
   permita	
   extrapolar	
   los	
   datos	
   que	
   se	
   predicen	
   en	
   la	
  

simulación	
   y	
   corroborar	
   cómo	
   es	
   la	
   cinética	
   de	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   cuando	
   Ras	
   señaliza	
  

únicamente	
  en	
  membrana	
  plasmática.	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  al	
  analizar	
   las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  en	
  presencia	
  únicamente	
  

de	
  K-­‐Ras	
  nos	
  resultó	
  interesante	
  el	
  hecho	
  de	
  que,	
  al	
  eliminar	
  la	
  expresión	
  de	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras,	
  la	
  

cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  pasa	
  de	
  ser	
  transitoria	
  a	
  ser	
  sostenida.	
  En	
  relación	
  a	
  esto	
  es	
  

interesante	
  reseñar	
  que,	
  en	
  fibroblastos	
  dobles	
  knockout	
  para	
  HRas	
  y	
  NRas,	
  se	
  ha	
  observado	
  

una	
   mayor	
   activación	
   de	
   Ras	
   (KRas)	
   (Martinez-­‐Salgado	
   et	
   al.,	
   2006),	
   esto	
   podría	
  

desencadenar	
  una	
  activación	
  de	
  la	
  cascada	
  más	
  sostenida.	
  Además,	
  mediante	
  el	
  análisis	
  del	
  

transcriptoma	
   de	
   los	
   fibroblastos	
   knockout	
   de	
   HRas	
   se	
   descubrió	
   la	
   sobre-­‐expresión	
   de	
  

neuronatina	
  (Nnat)	
  (Castellano	
  et	
  al.,	
  2007),	
  que	
  está	
  implicada	
  en	
  la	
  fosforilación	
  del	
  factor	
  

de	
  transcripción	
  CREB,	
  y	
  favorece	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  (Mzhavia	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Disponiendo	
  de	
  este	
  modelo	
  celular,	
  una	
  vez	
  analizadas	
   las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  

ERK	
   tras	
   la	
   estimulación	
   con	
   EGF,	
   seguimos	
   con	
   el	
   análisis	
   de	
   la	
   fosforilación	
   de	
   ERK	
   bajo	
  

otros	
  estímulos,	
  ya	
  que	
  uno	
  de	
  los	
  paradigmas	
  que	
  más	
  interés	
  despierta	
  en	
  el	
  campo	
  de	
  la	
  

señalización	
   celular,	
   es	
   cómo	
   una	
   misma	
   cascada	
   de	
   señalización	
   es	
   capaz	
   de	
   generar	
  

diferentes	
   respuestas,	
   utilizando	
   los	
   mismos	
   elementos	
   de	
   la	
   ruta,	
   frente	
   a	
   diferentes	
  

estímulos.	
  Por	
  ello,	
  quisimos	
  comprobar	
  como	
  se	
  comportaba	
  nuestro	
  modelo	
  celular	
  frente	
  

a	
  otros	
  estímulos	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  TPA	
  y	
  LPA.	
  Tras	
  la	
  estimulación	
  de	
  las	
  células	
  con	
  TPA,	
  

obtuvimos	
  datos	
  similares	
  a	
  los	
  obtenidos	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF,	
  en	
  los	
  MEFs	
  wt	
  una	
  

respuesta	
  transitoria	
  aunque	
  más	
  mantenida	
  que	
  en	
  las	
  células	
  tratadas	
  con	
  EGF,	
  ya	
  que	
  a	
  los	
  

60	
  minutos	
  aún	
  detectamos	
  ERK	
  fosforilado	
  mientras	
  que	
  en	
  aquellas	
  tratadas	
  con	
  EGF	
  a	
  los	
  

10	
  minutos	
  ya	
  no	
  había	
  fosforilación	
  de	
  ERK.	
  En	
  cuanto	
  a	
  los	
  MEFs	
  H/N	
  -­‐/-­‐,	
  tras	
  la	
  activación	
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de	
   K-­‐Ras	
   por	
   TPA,	
   obtuvimos	
   una	
   cinética	
   de	
   fosforilación	
   sostenida	
   en	
   el	
   tiempo,	
  

manteniéndose	
   los	
   niveles	
   de	
   fosfo-­‐ERK	
   hasta	
   las	
   2	
   horas	
   después	
   del	
   tratamiento.	
   Sin	
  

embargo,	
  observamos	
  que	
  en	
   los	
  MEFs	
  Ras	
  null,	
   en	
   los	
  que	
   también	
   se	
  había	
  eliminado	
   la	
  

expresión	
   de	
   KRas	
   se	
   producía	
   una	
   pequeña	
   activación	
   sostenida	
   en	
   el	
   tiempo	
   de	
   ERK.	
  

Teniendo	
  en	
   cuenta	
  que	
  TPA	
  es	
  un	
  análogo	
  de	
   la	
  molécula	
  de	
  Diacilglicerol,	
   y	
   es	
   capaz	
  de	
  

activar	
  a	
  la	
  proteína	
  quinasa	
  C	
  (PKC)	
  (Schönwasser	
  et	
  al.,	
  1998),	
  es	
  posible	
  que	
  sea	
  esta	
  ruta	
  

la	
  que	
  esté	
  compensando	
  la	
  ausencia	
  de	
  proteínas	
  Ras	
  en	
  la	
  activación	
  de	
  ERK,	
  siendo	
  capaz	
  

de	
   activarlo	
   a	
   niveles	
   mucho	
   menores	
   pero	
   de	
   manera	
   sostenida.	
   Sin	
   embargo,	
   tras	
   la	
  

estimulación	
   de	
   las	
   líneas	
   celulares	
   con	
   ácido	
   lisofosfatídico	
   o	
   LPA	
   obtenemos	
   en	
   los	
   tres	
  

casos	
  una	
  activación	
  transitoria	
  pero	
  con	
  diferente	
  grado	
  de	
  intensidad.	
  No	
  es	
  sorprendente	
  

sabiendo	
  que	
  LPA	
  es	
  capaz	
  de	
  mimetizar	
  a	
  EGF	
  en	
   la	
  estimulación	
   rápida	
  de	
  Ras	
  mediante	
  

intermediarios	
   como	
   la	
   proteína	
   Src	
   (Luttrell	
   et	
   al.,	
   1995;	
   van	
   Corven	
   et	
   al.,	
   1993),	
   o	
   bien	
  

utilizando	
  otras	
  proteínas	
  como	
  PLC	
  o	
  la	
  adenilato	
  ciclasa,	
  en	
  ausencia	
  de	
  proteínas	
  Ras.	
  Por	
  

otra	
  parte,	
  no	
  es	
  sorprendente	
  que	
  la	
  estimulación	
  con	
  LPA	
  no	
  tenga	
  los	
  mismos	
  efectos	
  que	
  

la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  en	
  células	
  carentes	
  de	
  HRas	
  y	
  NRas,	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  la	
  activación	
  

de	
  otras	
  rutas	
  dependientes	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  receptores	
  GPCR,	
  como	
  la	
  activación	
  de	
  Rap1	
  

en	
  respuesta	
  a	
   la	
  generación	
  de	
  AMP	
  cíclico	
  tras	
   la	
  estimulación	
  de	
  receptores	
  acoplados	
  a	
  

proteínas	
  G	
  (Gloerich	
  and	
  Bos,	
  2010;	
  Kawasaki	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Stork	
  and	
  Schmitt,	
  2002).	
  

Con	
  todo	
  ello,	
  y	
  a	
  pesar	
  de	
  que	
  el	
  concepto	
  de	
  linealidad	
  de	
  la	
  cascada	
  Ras-­‐ERK,	
  así	
  como	
  

el	
  de	
  las	
  MAPK	
  en	
  general	
  estaba	
  bastante	
  extendido,	
  hoy	
  en	
  día	
  se	
  sabe	
  que	
  existe	
  conexión	
  

de	
   la	
   ruta	
   Ras-­‐ERK	
   con	
   otras	
   cascadas,	
   regulando	
   conjuntamente	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
  

(Aksamitiene	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Moelling	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Mograbi	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Poniéndose	
   de	
  

manifiesto	
   que	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras,	
   a	
   pesar	
   de	
   su	
   gran	
   homología,	
   no	
   son	
   redundantes	
  

bioquímicamente,	
  y	
  que	
  la	
  función	
  de	
  K-­‐Ras,	
  posiblemente	
  en	
  relación	
  a	
  su	
  ubicación	
  celular,	
  

contribuye	
  de	
  diferente	
  manera	
  a	
  la	
  que	
  lo	
  hacen	
  H-­‐Ras	
  y	
  N-­‐Ras.	
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2. ESPACIO	
  COMO	
  REGULADOR	
  DE	
  LA	
  SEÑALIZACIÓN	
  RAS-­‐ERK	
  EN	
  LA	
  DETERMINACIÓN	
  

DE	
  RESPUESTAS	
  BIOLÓGICAS	
  

En	
  estudios	
  que	
  datan	
  de	
  la	
  década	
  de	
  los	
  años	
  80	
  ya	
  se	
  demostró	
  que	
  Ras	
  era	
  esencial	
  

para	
   el	
   proceso	
   proliferativo	
   en	
   fibroblastos	
   de	
   ratón	
   (NIH-­‐3T3)	
   mediante	
   dos	
   estrategias	
  

diferentes	
   en	
   las	
   que	
   se	
   bloqueaba	
   la	
   actividad	
   de	
   Ras,	
   observando	
   en	
   ambos	
   casos	
   un	
  

descenso	
  en	
  la	
  tasa	
  proliferativa	
  (Feig	
  and	
  Cooper,	
  1988;	
  Mulcahy	
  et	
  al.,	
  1985).	
  	
  

En	
  este	
  trabajo	
  se	
  demuestra	
  que,	
  por	
  una	
  parte,	
  la	
  eliminación	
  de	
  H-­‐Ras,	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  

supone	
  una	
  parada	
  proliferativa	
  total,	
  y	
  por	
  otra	
  parte,	
  que	
  dicha	
  parada	
  proliferativa	
  supone	
  

un	
  proceso	
  reversible,	
  mostrando	
  además	
  que	
  no	
  son	
  imprescindibles	
  para	
  la	
  supervivencia	
  

ya	
  que	
  no	
  disminuye	
  el	
  número	
  celular.	
  Estos	
  datos	
   se	
  encuentran	
  en	
  concordancia	
   con	
   lo	
  

recientemente	
   publicado	
   en	
   este	
  mismo	
  modelo	
   celular,	
   en	
   el	
   que	
   se	
   estudia	
   los	
   posibles	
  

efectores	
   de	
   Ras	
   capaces	
   de	
   compensar	
   la	
   ausencia	
   de	
   los	
   miembros	
   de	
   la	
   familia	
   Ras	
  

(Drosten	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Tras	
  la	
  eliminación	
  de	
  las	
  tres	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  podemos	
  observar	
  como	
  cada	
  una	
  de	
  ellas	
  

es	
   capaz	
   de	
   rescatar	
   la	
   proliferación	
   en	
   ausencia	
   de	
   las	
   otras	
   dos,	
   revirtiendo	
   la	
   parada	
  

proliferativa	
  fruto	
  de	
  la	
  ausencia	
  de	
  Ras	
  (en	
  presencia	
  de	
  4OH-­‐TMX).	
  Siendo	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  las	
  

que	
  presentan	
  un	
  potencial	
   de	
   rescate	
  mayor,	
   entre	
   el	
   50%	
  y	
   el	
   60%.	
  Mientras	
   que	
  H-­‐Ras	
  

también	
  es	
  capaz	
  de	
  sostener	
  la	
  proliferación	
  celular	
  en	
  ausencia	
  de	
  N-­‐Ras	
  y	
  K-­‐Ras	
  pero	
  con	
  

un	
  potencial	
  menor,	
  llegando	
  alrededor	
  del	
  20%	
  del	
  rescate	
  proliferativo.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  las	
  

formas	
  constitutivamente	
  activas	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  se	
  comportan	
  de	
  diferente	
  manera,	
  

siendo	
  K-­‐Ras	
  quien	
  muestra	
  un	
  potencial	
   de	
   rescate	
  mucho	
  mayor,	
   seguido	
  por	
  N-­‐Ras.	
   Sin	
  

embargo	
   H-­‐Ras	
   en	
   su	
   forma	
   oncogénica	
  muestra	
   una	
   tasa	
   de	
   rescate	
   proliferativo	
  mucho	
  

más	
  bajo.	
  Aunque	
  en	
  su	
  forma	
  salvaje	
  su	
  tasa	
  proliferativa	
  era	
  la	
  menor	
  de	
  las	
  tres	
  isoformas	
  

estudiadas,	
   nada	
   tiene	
   que	
   ver	
   con	
   la	
   baja	
   tasa	
   de	
   proliferación	
   observada	
   en	
   la	
   forma	
  

constitutivamente	
   activa,	
   llegando	
   apenas	
   a	
   un	
   4%	
   de	
   rescate	
   proliferativo.	
   Aunque,	
   de	
  

manera	
  general,	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  las	
  MAPKs	
  está	
  asociada	
  a	
  procesos	
  proliferativos	
  

tras	
   la	
   entrada	
   de	
   ERK	
   al	
   núcleo,	
   también	
   hay	
   varios	
   estudios	
   que	
   describen	
   un	
   papel	
  

apoptótico.	
  De	
   tal	
  manera,	
   que	
   la	
   determinación	
  de	
  una	
   respuesta	
  u	
  otra	
   estaría	
  mediada	
  

por	
  un	
  balance	
  de	
  señales	
  pro-­‐	
  y	
  anti-­‐apoptóticas	
  en	
  función	
  de	
  la	
  intensidad	
  y	
  la	
  duración	
  de	
  

la	
  señal	
  (Pearson	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Así	
  podría	
  ser,	
  que	
  el	
  hecho	
  de	
  potenciar	
  la	
  señal	
  con	
  H-­‐Ras	
  en	
  

su	
   forma	
   constitutivamente	
   activa	
   puede	
   suponer	
   la	
   inclinación	
   de	
   dicha	
   balanza	
   hacia	
   las	
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señales	
  pro-­‐apoptóticas.	
  Al	
  aumentar	
  la	
  señalización	
  desde	
  H-­‐Ras	
  podría	
  desembocar	
  en	
  una	
  

activación	
  de	
  ciertas	
  proteínas	
  citoplasmáticas	
  que	
  sirvan	
  de	
  retención	
  de	
  ERK	
  en	
  el	
  citosol,	
  

así	
   como	
  ocurre	
   en	
   células	
  HeLa	
   estimuladas	
   con	
   IFNγ,	
   que	
   activa	
   la	
   quinasa	
  DAPK	
   (Death	
  

Associated	
   Protein	
   Kinase)	
   y	
   ésta	
   secuestra	
   a	
   ERK	
   en	
   el	
   citoplasma	
   (Chen	
   et	
   al.,	
   2005).	
   En	
  

otros	
  casos,	
  la	
  activación	
  de	
  Akt,	
  tras	
  la	
  estimulación	
  con	
  TPA	
  o	
  EGF,	
  lleva	
  a	
  la	
  fosforilación	
  de	
  

PEA-­‐15	
  que	
  retiene	
  a	
  ERK	
  en	
  el	
  citoplasma,	
  desregulando	
  así	
  la	
  transcripción	
  dependiente	
  de	
  

Elk1	
  y	
  la	
  expresión	
  de	
  c-­‐Fos	
  (Gervais	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Trencia	
  et	
  al.,	
  2003).	
  El	
  hecho	
  de	
  que	
  esto	
  

ocurra	
  con	
  H-­‐Ras	
  y	
  no	
  con	
  las	
  otras	
  dos	
  isoformas	
  de	
  Ras	
  estudiadas	
  puede	
  ser	
  explicado	
  en	
  

base	
   a	
   la	
   afinidad	
   por	
   los	
   distintos	
   efectores,	
   ya	
   que	
   H-­‐Ras,	
   por	
   ejemplo,	
   tiene	
   mayor	
  

potencial	
   de	
  activación	
   sobre	
  PI3K	
  que	
  K-­‐Ras	
   (Yan	
  et	
   al.,	
   1998),	
   lo	
  que	
  podría	
  explicar	
  una	
  

mayor	
  activación	
  de	
  Akt.	
  Por	
   lo	
  tanto,	
   la	
  expresión	
  de	
  altos	
  niveles	
  de	
  HRasV12	
  en	
  nuestro	
  

modelo	
   celular	
   podría	
   estar	
   dando	
   lugar	
   a	
   un	
   aumento	
   de	
   señales	
   pro-­‐apoptóticas,	
   o	
  

simplemente	
  a	
  un	
  descenso	
  de	
  las	
  señales	
  proliferativas,	
  como	
  consecuencia	
  de	
  la	
  activación	
  

de	
  otras	
  proteínas	
  efectoras	
  y	
  el	
  posible	
  secuestro	
  de	
  ERK	
  en	
  el	
  citoplasma.	
  	
  

En	
  comparación	
  con	
   los	
  datos	
  mostrados	
  en	
   la	
  publicación	
  realizada	
  recientemente	
  con	
  

este	
  mismo	
  modelo	
  celular	
  (Drosten	
  et	
  al.,	
  2010),	
  nuestros	
  datos	
  encajan	
  con	
   lo	
  observado	
  

en	
  sus	
  experimentos	
  salvo	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  isoforma	
  H-­‐Ras.	
  En	
  este	
  caso,	
  y	
  sobretodo	
  cuando	
  

la	
   forma	
   utilizada	
   es	
   la	
   constitutivamente	
   activa	
   encontramos	
   grandes	
   diferencias.	
   En	
   su	
  

caso,	
  obtienen	
  un	
  rescate	
  proliferativo	
  del	
  80%	
  mientras	
  que	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  ha	
  obtenido	
  

un	
  4%.	
  Posiblemente,	
  los	
  niveles	
  de	
  sobre-­‐expresión	
  utilizados	
  en	
  su	
  trabajo	
  y	
  en	
  el	
  nuestro	
  

sean	
   bien	
   distintos.	
   Su	
   sistema	
   de	
   sobre-­‐expresión	
   estaba	
   basado	
   en	
   la	
   infección	
   con	
  

retrovirus	
  mientras	
  que	
  el	
  nuestro	
  se	
  basó	
  en	
  la	
  transfección	
  de	
  construcciones	
  plasmídicas	
  

con	
   lipofectamina.	
   Tanto	
   la	
   eficiencia	
   como	
   los	
   niveles	
   de	
   sobre-­‐expresión	
   alcanzados	
   con	
  

ambas	
  técnicas	
  son	
  bien	
  diferentes,	
  siendo	
  menor	
  en	
  su	
  caso,	
  y	
  por	
  ello,	
  las	
  consecuencias	
  en	
  

los	
   datos	
   obtenidos	
   son	
   distintas.	
   Nuevamente,	
   en	
   función	
   de	
   la	
   intensidad	
   de	
   la	
  

señalización,	
   la	
   determinación	
   de	
   una	
   respuesta	
   puede	
   ser	
   diferente.	
   En	
   este	
   caso,	
   la	
  

señalización	
   de	
   N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras	
   no	
   se	
   estaría	
   viendo	
   afectada	
   por	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
  

mientras	
   que	
  H-­‐Ras	
  muestra	
   una	
   dependencia	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   proteínas,	
   a	
   lo	
  mejor	
   por	
  

estar	
  más	
  implicada	
  en	
  procesos	
  pro-­‐apoptóticos.	
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2.1. Análisis	
   de	
   la	
   capacidad	
   de	
   rescate	
   proliferativo	
   de	
   Ras	
   desde	
   sus	
   localizaciones	
  

subcelulares	
  

En	
  base	
  a	
  los	
  datos	
  de	
  rescate	
  proliferativo	
  obtenidos	
  para	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  isoformas	
  de	
  

Ras,	
  y	
  sabiendo	
  que	
  la	
  localización	
  desde	
  la	
  cual	
  cada	
  una	
  de	
  ellas	
  puede	
  señalizar	
  puede	
  ser	
  

determinante	
   en	
   la	
   capacidad	
   proliferativa,	
   continuamos	
   analizando	
   cómo	
   contribuían	
   las	
  

diferentes	
  localizaciones	
  en	
  el	
  rescate	
  de	
  la	
  viabilidad	
  celular.	
  

Se	
  realizó	
  los	
  experimentos	
  de	
  rescate	
  proliferativo	
  utilizando	
  sólo	
  las	
  formas	
  silvestres	
  o	
  

wild-­‐type	
   de	
   las	
   proteínas,	
   con	
   el	
   fin	
   de	
   analizar	
   la	
   capacidad	
   proliferativa	
   en	
   condiciones	
  

basales,	
   sin	
   potenciar	
   la	
   ruta.	
   Intentamos,	
   de	
   esta	
   manera,	
   asemejarnos	
   a	
   lo	
   que	
   podría	
  

suceder	
  de	
  manera	
  endógena,	
  a	
  excepción	
  de	
   los	
  efectos	
  propios	
  de	
   la	
  sobre-­‐expresión	
  de	
  

proteínas	
  como	
  herramienta	
  molecular.	
  

En	
   los	
   datos	
   obtenidos	
   en	
   el	
   análisis	
   de	
   la	
   capacidad	
   de	
   rescate	
   proliferativo	
   de	
   K-­‐Ras	
  

desde	
   sus	
   localizaciones	
   habituales,	
   se	
   demuestra	
   que	
   desde	
   membrana	
   desordenada	
   y	
  

retículo	
   endoplasmático	
   la	
   contribución	
   a	
   la	
   proliferación	
   es	
   similar.	
   Según	
   esto,	
   se	
   podría	
  

decir	
   que	
   la	
   determinación	
   de	
   una	
   respuesta	
   por	
   parte	
   de	
   K-­‐Ras	
   es	
   independiente	
   de	
   su	
  

localización.	
  Es	
  posible,	
  que	
  la	
  regulación	
  a	
   la	
  que	
  K-­‐Ras	
  se	
  ve	
  sometida	
  en	
  nuestro	
  modelo	
  

celular	
  sea	
  la	
  misma,	
  independientemente	
  de	
  su	
  sublocalización.	
  

Por	
  el	
  contrario,	
  pudimos	
  observar	
  que	
  N-­‐Ras	
  presenta	
  una	
  actividad	
  dependiente	
  de	
  su	
  

sitio	
  de	
  señalización.	
  Destacando,	
  claramente,	
  el	
  papel	
  minoritario	
  de	
  N-­‐Ras	
  desde	
  el	
  Aparato	
  

de	
   Golgi	
   y	
   la	
   baja	
   contribución	
   que	
   existe	
   por	
   parte	
   de	
   N-­‐Ras	
   localizado	
   en	
   el	
   retículo	
  

endoplasmático,	
   estos	
  datos	
  están	
  en	
   concordancia	
   con	
   los	
  datos	
  obtenidos	
  al	
   bloquear	
   la	
  

actividad	
  de	
  Ras,	
  en	
  los	
  que	
  se	
  muestra	
  que	
  los	
  niveles	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  no	
  se	
  ven	
  muy	
  

afectados	
   cuando	
   la	
   señalización	
   de	
   Ras	
   desde	
   Golgi	
   se	
   bloquea,	
   por	
   lo	
   que	
   las	
   funciones	
  

proliferativas	
  de	
  ERK	
  pueden	
  ser	
  diferentes	
  en	
  función	
  de	
  la	
  localización	
  subcelular	
  desde	
  la	
  

cual	
  se	
  desencadena	
  la	
  señalización.	
  Según	
  los	
  datos	
  obtenidos,	
  el	
  papel	
  proliferativo	
  de	
  N-­‐

Ras	
  radica	
  en	
  su	
  actividad	
  desde	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  tanto	
  la	
  membrana	
  desordenada	
  

como	
   las	
   balsas	
   lipídicas.	
   Esto	
   se	
   puede	
   explicar	
   en	
   base	
   a	
   la	
   sensibilidad	
   a	
   las	
   proteínas	
  

activadoras	
   de	
   la	
   actividad	
   GTPasa	
   de	
   Ras	
   (RasGAP)	
   en	
   función	
   de	
   la	
   localización	
   de	
   Ras.	
  

Podría	
  ser	
  que	
  la	
  actividad	
  de	
  RasGAP	
  en	
  el	
  retículo	
  endoplasmático	
  y	
  en	
  el	
  Aparato	
  de	
  Golgi	
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fuera	
  mayor	
  que	
  la	
  existente	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática,	
  así	
  como	
  ocurre	
  en	
  otros	
  modelos	
  

celulares	
  como	
  en	
  las	
  células	
  COS	
  (Ohba	
  et	
  al.,	
  2003).	
  	
  

Uno	
   de	
   los	
   aspectos	
   que	
   nos	
   queda	
   por	
   analizar	
   es	
   saber	
   cómo	
   son	
   las	
   cinéticas	
   de	
  

fosforilación	
  de	
  ERK	
  cuando	
  se	
  potencia	
   la	
   señal	
  desde	
  cada	
  una	
  de	
   las	
   localizaciones	
  para	
  

cada	
   una	
   de	
   las	
   isoformas.	
   Se	
   ha	
   descrito	
   en	
   otros	
   modelos	
   celulares	
   que	
   la	
   respuesta	
   a	
  

factores	
  de	
  crecimiento,	
  como	
  el	
  EGF,	
  va	
  acompañada	
  de	
  una	
  activación	
  rápida	
  de	
  Ras	
  en	
  la	
  

membrana	
  plasmática	
   seguido	
  por	
  una	
  activación	
  más	
   sostenida	
   y	
   tardía	
   en	
  el	
  Aparato	
  de	
  

Golgi	
   (Chiu	
   et	
   al.,	
   2002),	
   tal	
   y	
   como	
   se	
   ha	
   comprobado	
   en	
   la	
   elaboración	
   del	
   modelo	
  

matemático	
   SIMAP.	
   Esto	
   está	
   en	
   concordancia	
   con	
   los	
   datos	
   que	
   demuestran	
   que	
   las	
  

cinéticas	
   de	
   activación	
   prolongadas	
   pueden	
   estar	
   relacionadas	
   con	
   procesos	
   de	
  

diferenciación,	
   más	
   que	
   con	
   eventos	
   proliferativos	
   tal	
   y	
   como	
   ocurre	
   en	
   células	
   PC12	
  

(Traverse	
   et	
   al.,	
   1994),	
   en	
   células	
   MDCK	
   (Liang	
   and	
   Chen,	
   2001)	
   o	
   en	
   células	
   MCF7	
  

(Nagashima	
   et	
   al.,	
   2007).	
  Deberíamos	
   comprobar	
   si	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
  desde	
  membrana	
  

plasmática	
   mediada	
   por	
   cada	
   una	
   de	
   las	
   isoformas	
   de	
   Ras,	
   en	
   este	
   modelo	
   celular,	
   es	
  

transitoria	
   o	
   sostenida	
   para	
   poder	
   asociar	
   la	
   capacidad	
   proliferativa	
   con	
   la	
   cinética	
   de	
  

fosforilación	
  de	
  ERK.	
  

Es	
  posible,	
  además,	
  que	
  la	
  fracción	
  de	
  Ras	
  existente	
  en	
  cada	
  localización	
  fuese	
  diferente.	
  

Si	
   la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
  en	
  endomembranas	
  es	
  menor,	
   la	
  contribución	
  desde	
  estos	
  sitios	
   será	
  

menos	
   importante	
  que	
   la	
   contribución	
  desde	
   la	
  membrana	
  plasmática.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  hay	
  

que	
  destacar	
  el	
  gran	
  dinamismo	
  existente	
  en	
  el	
  Aparato	
  de	
  Golgi,	
  que	
  puede	
  suponer	
  la	
  alta	
  

tasa	
  de	
  renovación	
  de	
  Ras	
  en	
  este	
  orgánulo.	
  

	
  

3. TIEMPO	
  Y	
  ESPACIO	
  EN	
  LA	
  REGULACIÓN	
  DE	
  FUNCIONES	
  BIOLÓGICAS	
  

La	
  especificidad	
  de	
  una	
  señal	
  en	
  la	
  determinación	
  de	
  una	
  respuesta	
  biológica	
  puede	
  ser	
  

explicada	
   por	
   la	
   capacidad	
   de	
   los	
   productos	
   de	
   la	
   expresión	
   génica	
   temprana	
   (IEGs)	
   de	
  

responder	
   a	
   los	
   cambios	
   de	
   las	
   cinéticas	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   ERK,	
   dando	
   lugar	
   a	
   la	
  

programación	
  de	
  una	
  respuesta	
  biológica	
  apropiada.	
  Por	
  ello,	
  es	
  de	
  gran	
  importancia	
  conocer	
  

las	
   cinéticas	
   de	
   activación	
   de	
   ERK,	
   así	
   como	
   los	
   mecanismos	
   regulatorios	
   que	
   están	
  

implicados,	
   para	
   entender	
   las	
   respuestas	
   biológicas	
   que	
   se	
   desencadenan.	
   Conociendo	
   los	
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procesos	
  por	
  los	
  cuales	
  una	
  célula	
  prolifera	
  en	
  lugar	
  de	
  diferenciarse,	
  podremos	
  intervenir	
  en	
  

la	
  regulación	
  del	
  proceso	
  para	
  impedir	
  una	
  proliferación	
  a	
  destiempo.	
  	
  

En	
  este	
  trabajo	
  hemos	
  comprobado	
  que	
  las	
  cinéticas	
  de	
  ERK	
  son	
  diferentes	
  dependiendo	
  

de	
   si	
   estimulamos	
   con	
   EGF	
   o	
   con	
   HRG.	
   Estos	
   estímulos	
   provocan	
   respuestas	
   biológicas	
  

diferentes	
  en	
   las	
  células	
  MCF7,	
  por	
  un	
   lado	
   la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
   lleva	
  a	
   las	
  células	
  a	
  un	
  

estado	
   proliferativo	
   mientras	
   que	
   la	
   HRG	
   provoca	
   la	
   diferenciación	
   de	
   estas	
   células	
  

(Nagashima	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

Como	
   primer	
   abordaje,	
   analizamos	
   las	
   cinéticas	
   de	
   activación	
   de	
   Ras	
   con	
   ambos	
  

estímulos,	
  para	
  intentar	
  saber	
  si	
  la	
  activación	
  diferencial	
  de	
  EGF	
  y	
  HRG	
  se	
  daba	
  a	
  este	
  nivel	
  de	
  

la	
   cascada.	
   Encontramos	
   que	
   en	
   ambos	
   casos	
   la	
   activación	
   era	
   transitoria	
   aunque	
  mucho	
  

mayor	
  en	
  células	
  tratadas	
  con	
  HRG	
  que	
  en	
  células	
  tratadas	
  con	
  EGF.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  de	
  existir	
  

un	
  mecanismo	
  de	
  regulación,	
  no	
  era	
  a	
  nivel	
  de	
  Ras	
  donde	
  se	
  producía.	
  

Tal	
  y	
  como	
  se	
  ha	
  citado	
  en	
  este	
  trabajo	
  anteriormente,	
  la	
  localización	
  subcelular	
  desde	
  la	
  

cual	
  Ras	
  señaliza	
  es	
  de	
  gran	
  importancia	
  en	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  así	
  como	
  en	
  

la	
  determinación	
  de	
  una	
  respuesta	
  específica.	
  Por	
  ello	
  abordamos	
  el	
  análisis	
  de	
  la	
  activación	
  

de	
   Ras	
   en	
   sus	
   distintas	
   ubicaciones	
   subcelulares.	
   En	
   primer	
   lugar,	
   analizamos	
   la	
   presencia	
  

endógena	
  de	
  Ras	
  en	
  los	
  sitios	
  que	
  íbamos	
  a	
  analizar,	
  sorprendentemente	
  obtuvimos	
  ausencia	
  

de	
   Ras	
   en	
   balsas	
   lipídicas	
   de	
   la	
  membrana	
   plasmática,	
   con	
   lo	
   que	
   la	
   activación	
   desde	
   ese	
  

lugar	
   quedó	
   descartada.	
   Analizamos	
   entonces	
   la	
   activación	
   desde	
   el	
   aparato	
   de	
   Golgi,	
  

retículo	
  endoplasmático	
  y	
  la	
  membrana	
  desordenada.	
  Únicamente	
  se	
  encontró	
  activación	
  de	
  

Ras	
   en	
   la	
  membrana	
  desordenada,	
   y	
   sólo	
   pudimos	
   detectar	
   RasGTP	
  bajo	
   estimulación	
   con	
  

HRG.	
  No	
  descartamos	
  aún	
   la	
  existencia	
  de	
  activación	
  de	
  Ras	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  en	
  

esta	
  misma	
   localización,	
  ya	
  que	
  si	
  comparamos	
   la	
   intensidad	
  de	
  Ras	
  activo	
  endógeno	
  en	
  el	
  

tratamiento	
  con	
  EGF	
  y	
  HRG,	
  observamos	
  mayores	
  niveles	
  de	
  RasGTP	
  en	
  células	
  tratadas	
  con	
  

HRG.	
   Cuando	
   analizamos	
   la	
   activación	
   de	
   Ras	
   desde	
   membrana	
   plasmática	
   tras	
   la	
  

estimulación	
  con	
  HRG,	
  los	
  niveles	
  detectados	
  son	
  mucho	
  menores	
  que	
  cuando	
  analizamos	
  la	
  

activación	
   de	
   Ras	
   endógeno	
   en	
   células	
   tratadas	
   con	
   el	
  mismo	
   estímulo.	
   Teniendo	
   esto	
   en	
  

cuenta,	
  es	
  posible	
  que	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  desde	
  membrana	
  plasmática	
  tras	
  la	
  estimulación	
  

con	
   EGF	
   no	
   la	
   estemos	
   detectando,	
   aunque	
   pueda	
   estar	
   teniendo	
   lugar.	
   A	
   partir	
   de	
   estos	
  

datos,	
  concluimos	
  que	
  la	
  determinación	
  de	
  la	
  respuesta	
  biológica	
  a	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  o	
  

HRG	
  no	
  es	
  consecuencia	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  Ras	
  desde	
  diferentes	
  localizaciones	
  subcelulares.	
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Es	
  decir,	
  el	
  sitio	
  desde	
  el	
  cual	
  Ras	
  es	
  activado	
  no	
  afecta	
  a	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  señalización	
  por	
  

EGF	
  y	
  HRG.	
  

Sabiendo	
  que	
  no	
  existen	
  diferencias	
  en	
   las	
  cinéticas	
  de	
  activación	
  de	
  Ras,	
  aunque	
  sí	
  en	
  

intensidad,	
   continuamos	
   el	
   análisis	
   en	
   el	
   siguiente	
   nivel	
   de	
   la	
   cascada.	
   Al	
   analizar	
   la	
  

fosforilación	
   de	
   MEK	
   encontramos	
   que	
   la	
   activación	
   era	
   transitoria	
   en	
   ambos	
   casos,	
  

indicando	
  que	
  el	
  punto	
  de	
  regulación	
  se	
  encontraba	
  en	
  la	
  fosforilación	
  y	
  activación	
  de	
  ERK,	
  

siendo	
  la	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  transitoria	
  con	
  EGF,	
  y	
  sostenida	
  con	
  HRG.	
  En	
  contra	
  

de	
   nuestros	
   resultados,	
   existen	
   datos	
   de	
   otro	
   grupo	
   de	
   investigación	
   que	
   indican	
   una	
  

fosforilación	
  de	
  MEK	
  sostenida	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  HRG.	
  En	
  este	
  caso,	
  bien	
  por	
  utilizar	
  un	
  

clon	
  celular	
  diferente,	
  o	
  bien	
  por	
  realizar	
  los	
  experimentos	
  en	
  condiciones	
  de	
  cultivo	
  distintas	
  

a	
   las	
  nuestras	
   (con	
  un	
  medio	
   suplementado	
  al	
  5%	
  de	
  suero	
   fetal),	
   indican	
  que	
  el	
  punto	
  de	
  

regulación	
   es	
   previo	
   a	
   la	
   fosforilación	
   de	
  MEK	
   (Thottassery	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Sin	
   embargo,	
   la	
  

activación	
   de	
   Ras	
   que	
   obtienen	
   también	
   es	
   transitoria	
   en	
   el	
   tratamiento	
   con	
   HRG.	
   Sería	
  

interesante	
   saber	
   si	
   existe	
   una	
   activación	
   diferencial	
   de	
   otras	
   rutas	
   que	
   den	
   cuenta	
   de	
   la	
  

posterior	
   fosforilación	
   sostenida	
   que	
   se	
   observa	
   al	
   estimular	
   con	
   HRG	
   ya	
   que	
   existe	
  

controversia	
   acerca	
   de	
   la	
   dependencia	
   de	
   MEK	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
   en	
   este	
   modelo	
  

celular.	
  En	
  el	
  anterior	
  trabajo	
  citado	
  describen	
  una	
  activación	
  de	
  ERK	
  independiente	
  de	
  MEK	
  

proponiendo	
  una	
  retroalimentación	
  positiva	
  de	
  ERK	
  con	
  PLA2	
  y	
  PKC.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  existen	
  

otro	
  trabajo	
  en	
  la	
  literatura	
  que	
  indica	
  la	
  dependencia	
  de	
  MEK,	
  ya	
  que	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  

inhibidores	
  de	
  MEK	
  se	
  bloquea	
  la	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  hasta	
  niveles	
  basales	
  (Aksamitiene	
  et	
  

al.,	
  2010).	
  	
  

Según	
  nuestros	
  datos,	
  la	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  o	
  con	
  HRG	
  tiene	
  diferentes	
  consecuencias,	
  

en	
   cuanto	
   a	
   cinéticas	
   de	
   activación	
   al	
   nivel	
   de	
   ERK.	
   Por	
   lo	
   tanto,	
   algún	
   mecanismo	
   de	
  

regulación	
  debe	
  estar	
  activo	
  en	
   la	
  activación	
  de	
  ERK	
  por	
  parte	
  de	
  MEK.	
  Nos	
  planteamos	
   la	
  

posibilidad	
   de	
   que	
   la	
   regulación	
   estuviera	
   teniendo	
   lugar	
   en	
   el	
   núcleo,	
   una	
   vez	
   ERK	
   era	
  

fosforilado	
  y	
  transportado.	
  Por	
  ello	
  realizamos	
  los	
  experimentos	
  de	
  fraccionamiento	
  núcleo-­‐

citoplasma,	
  así	
  como	
  el	
  análisis	
  de	
  las	
  cinéticas	
  de	
  fosforilación	
  de	
  dos	
  sustratos	
  de	
  ERK:	
  RSK	
  

(citoplasmático)	
  y	
  Elk1	
   (nuclear).	
  Con	
  ambas	
  estrategias	
   llegamos	
  a	
   la	
  conclusión	
  de	
  que	
   la	
  

regulación	
  estaba	
  teniendo	
  lugar	
  en	
  el	
  citoplasma,	
  ya	
  que	
  la	
  cinética	
  de	
  fosforilación	
  de	
  ERK	
  

en	
   las	
   fracciones	
   citoplasmáticas	
   es	
   sostenida,	
   así	
   como	
   la	
   cinética	
   de	
   activación	
   de	
   los	
  

sustratos	
   citoplasmáticos.	
   Estos	
   datos	
   son	
   contrarios	
   a	
   los	
   presentados	
   en	
   el	
   trabajo	
   de	
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Nagashima	
  (Nagashima	
  et	
  al.,	
  2007),	
  según	
  los	
  cuales	
  las	
  cinéticas	
  de	
  expresión	
  de	
  c-­‐fos	
  son	
  

similares	
   con	
   ambos	
   estímulos,	
   apareciendo	
   las	
   diferencias	
   a	
   nivel	
   de	
   estabilización	
   de	
   la	
  

proteína.	
  En	
  esta	
  misma	
  publicación	
  describen	
  un	
  modelo	
  en	
  el	
  cual	
  HRG	
  induce,	
  en	
  general,	
  

mayor	
  nivel	
  de	
  expresión	
  de	
  genes,	
  estando	
  de	
  acuerdo	
  con	
  nuestros	
  datos	
  en	
  cuanto	
  a	
  los	
  

niveles	
   de	
   Elk1	
   fosforilado	
   obtenidos	
   tras	
   estimulación	
   con	
   HRG.	
   Con	
   una	
   tasa	
   de	
  

transcripción	
   más	
   elevada	
   se	
   facilita	
   una	
   retroalimentación	
   más	
   potente	
   y	
   estable	
   para	
  

estabilizar,	
  posteriormente,	
  la	
  actividad	
  de	
  ERK1/2.	
  

En	
  este	
  punto,	
  sería	
  interesante	
  analizar	
  algunos	
  de	
  los	
  posibles	
  procesos	
  de	
  regulación	
  

citoplasmáticos	
   a	
   los	
   que	
   está	
   sometida	
   ERK.	
   Por	
   una	
   parte,	
   la	
   interacción	
   con	
   proteínas	
  

scaffold	
  puede	
  presentar	
  distinta	
  afinidad	
  de	
  unión	
  en	
   función	
  del	
  estímulo,	
  así	
   se	
  podrían	
  

formar	
   complejos	
   proteicos	
   que	
   retuvieran	
   en	
   el	
   citoplasma	
   a	
   ERK	
   y	
   permitieran	
   una	
  

fosforilación	
  más	
   sostenida	
   con	
   HRG.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   una	
   de	
   las	
   formas	
  más	
   comunes	
   de	
  

regulación	
  de	
  la	
  fosforilación	
  es	
  la	
  acción	
  de	
  fosfatasas	
  específicas,	
  tal	
  y	
  como	
  ocurre	
  en	
  las	
  

células	
   CL3	
   (cáncer	
   de	
   pulmón)	
   al	
   tratarlas	
   con	
   el	
   carcinógeno	
   Pb(II).	
   En	
   ese	
   modelo	
   se	
  

produce	
  la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  sin	
  participar	
  para	
  ello	
  el	
  resto	
  de	
  la	
  cascada,	
  sino	
  por	
  

un	
   proceso	
   de	
   retroalimentación	
   positiva	
   por	
   el	
   cual	
   la	
   activación	
   de	
   ERK	
   conduce	
   a	
   la	
  

degradación	
  de	
   la	
  fosfatasa	
  MKP1	
  por	
  ubiquitinación	
  (Lin	
  et	
  al.,	
  2003),	
  de	
  esta	
  manera	
  ERK	
  

deja	
  de	
  ser	
  desfosforilada	
  y	
  permanece	
  activa	
  por	
  más	
  tiempo.	
  Si	
  analizásemos	
  las	
  cinéticas	
  

de	
  expresión	
  de	
  algunas	
   fosfatasas	
   citoplasmáticas	
  podríamos	
   saber	
   si	
   alguna	
  de	
  ellas	
  está	
  

interviniendo	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  ERK	
  en	
  nuestro	
  modelo	
  celular.	
  Otra	
  posibilidad	
  deriva	
  de	
  

un	
   reciente	
   trabajo	
   que	
   describe	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   expresión	
   del	
   receptor	
   acoplado	
   a	
  

proteína	
  G,	
  GPR30	
  (G	
  protein-­‐coupled	
  receptor	
  30)	
  (Ruan	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Según	
  este	
  trabajo,	
  la	
  

estimulación	
   con	
   HRG	
   induce	
   la	
   expresión	
   de	
   GPR30	
   (Prossnitz	
   et	
   al.,	
   2008),	
   siendo	
   esta	
  

regulación	
   dependiente	
   de	
   la	
   activación	
   de	
   la	
   ruta	
   de	
   ERK.	
   Sería	
   interesante	
   analizar	
   si	
   la	
  

expresión	
  de	
  GPR30,	
  y	
  sus	
  efectores,	
  son	
  responsables	
  de	
  la	
  fosforilación	
  sostenida	
  de	
  ERK	
  y	
  

de	
  sus	
  consecuencias,	
  ya	
  que	
  se	
  ha	
  descrito	
  un	
  papel	
  anti-­‐proliferativo	
  para	
  GPR30	
  en	
  células	
  

MCF7	
  (Ariazi	
  et	
  al.,	
  2010),	
  que	
  encajaría	
  con	
  la	
  respuesta	
  diferenciadora	
  provocada	
  por	
  HRG.	
  

O	
  bien	
  que	
  sea	
   la	
  activación	
  sostenida	
  de	
  ERK,	
   inducida	
  por	
  HRG,	
   responsable	
  de	
   la	
   sobre-­‐

expresión	
  de	
  GPR30.	
  

En	
  último	
  lugar,	
  independientemente	
  de	
  lo	
  qué	
  está	
  sucediendo	
  en	
  los	
  niveles	
  anteriores	
  

de	
   ERK,	
   quisimos	
   determinar	
   si	
   la	
   cinética	
   de	
   ERK	
   era	
   determinante	
   para	
   la	
   respuesta	
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biológica	
   observada	
   bajo	
   cada	
   estímulo.	
   	
   Es	
   decir,	
   si	
   la	
   activación	
   diferencial	
   de	
   ERK	
  

constituye	
  la	
  base	
  de	
  las	
  diferentes	
  respuestas	
  de	
  las	
  células	
  a	
  EGF	
  y	
  HRG.	
  Al	
  sobre-­‐expresar	
  

la	
   proteína	
   Ras	
   y	
   estimular	
   las	
   células	
   con	
   EGF	
   conseguimos	
   prolongar	
   la	
   cinética	
   de	
  

fosforilación	
  de	
  ERK,	
  simulando	
  lo	
  que	
  ocurre	
  con	
  HRG.	
  Bajo	
  estas	
  condiciones	
  las	
  células,	
  al	
  

cabo	
  de	
  7	
  días	
  presentaban	
  un	
  fenotipo	
  similar	
  al	
  de	
  células	
  cultivadas	
  en	
  medio	
  con	
  HRG.	
  Al	
  

sobre-­‐expresar	
  algunos	
  de	
  los	
  componentes	
  de	
  la	
  cascada	
  de	
  señalización	
  de	
  ERK,	
  como	
  es	
  el	
  

caso	
  de	
  MEK,	
  observamos	
  una	
  tendencia	
  a	
  la	
  diferenciación	
  celular,	
  aunque	
  no	
  se	
  alcanza	
  en	
  

ningún	
   caso	
   valores	
   tan	
   altos	
   como	
   en	
   las	
   células	
   tratadas	
   con	
   HRG.	
   Con	
   respecto	
   a	
   este	
  

aspecto	
   cabe	
   destacar	
   que,	
   mientras	
   las	
   células	
   con	
   HRG	
   están	
   sometidas	
   todas	
   ellas	
   al	
  

estímulo,	
   las	
   células	
   transfectadas	
   pueden	
   presentar	
   diferente	
   grado	
   de	
   sobre-­‐expresión,	
  

incluso	
   la	
   eficiencia	
   de	
   transfección	
   no	
   siempre	
   es	
   del	
   100%,	
   por	
   lo	
   que	
   no	
   es	
   extraño	
  

obtener	
  niveles	
  más	
  bajos	
  de	
  diferenciación.	
  

Estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  los	
  distintos	
  efectos	
  observados	
  por	
  EGF	
  y	
  HRG	
  en	
  células	
  

MCF7	
  pueden	
  ser	
  explicados	
  en	
  base	
  a	
  diferencias	
  en	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  ERK,	
  sin	
  

implicar	
   a	
   otras	
   rutas	
   de	
   señalización.	
   De	
   hecho,	
   hemos	
   comprobado	
   que	
   la	
   tasa	
   de	
  

diferenciación	
   es	
   mayor	
   cuánta	
   más	
   proteína	
   Ras	
   hay	
   sobre-­‐expresada,	
   reflejando	
   que	
   la	
  

diferenciación	
  de	
  células	
  MCF7	
  es	
  dependiente	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  ruta	
  Ras-­‐ERK.	
  El	
  hecho	
  de	
  

que	
   aumentando	
   la	
   cantidad	
   de	
   Ras	
   podamos	
   obtener	
   más	
   células	
   diferenciadas	
   encaja	
  

perfectamente	
  con	
  el	
  hecho	
  de	
  que	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
  activo	
  es	
  mucho	
  mayor	
  en	
  las	
  células	
  

estimuladas	
  con	
  HRG	
  que	
  con	
  EGF.	
  Así,	
   si	
  aumentamos	
   la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
   total,	
  es	
  posible	
  

que	
  la	
  cantidad	
  de	
  Ras	
  unido	
  a	
  GTP	
  sea	
  mayor	
  aún	
  estando	
  estimuladas	
  por	
  EGF.	
  	
  

Por	
  lo	
  tanto,	
  si	
  encontramos	
  la	
  forma	
  de	
  regulación	
  de	
  ERK,	
  en	
  condiciones	
  proliferativas,	
  

podríamos	
   modificar	
   su	
   cinética	
   de	
   activación	
   dirigiendo	
   a	
   la	
   célula	
   a	
   un	
   proceso	
   de	
  

diferenciación	
  y	
  evitando	
  una	
  sobre-­‐proliferación.	
  Con	
  este	
  fin,	
  sería	
  interesante	
  averiguar	
  el	
  

mecanismo	
   de	
   regulación	
   de	
   ERK	
   en	
   este	
   modelo	
   celular.	
   ¿Están	
   las	
   proteínas	
   scaffold	
  

implicadas	
   en	
   esta	
   regulación?	
   ¿Existe	
   un	
   cambio	
   en	
   la	
   afinidad	
   de	
   ERK	
   a	
   las	
   diferentes	
  

proteínas	
  scaffold	
  en	
  función	
  del	
  estímulo	
  utilizado?	
  ¿Se	
  trata	
  a	
  lo	
  mejor	
  de	
  la	
  regulación	
  de	
  

la	
  actividad	
  de	
  proteínas	
  fosfatasas	
  específicas?	
  ¿Es	
  posible	
  que	
  el	
  tratamiento	
  de	
  HRG	
  esté	
  

inhibiendo	
  la	
  actividad	
  de	
  alguna	
  fosfatasa?	
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Estas	
  son	
  algunas	
  de	
  las	
  preguntas	
  sin	
  resolver	
  acerca	
  de	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  

ERK	
  en	
  las	
  células	
  MCF7.	
  Son	
  preguntas,	
  que	
  si	
  se	
  logran	
  resolver,	
  darán	
  la	
  respuesta	
  al	
  por	
  

qué	
  de	
  la	
  fosforilación	
  diferencial	
  de	
  ERK	
  bajo	
  estimulación	
  con	
  EGF	
  o	
  HRG.	
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VI. CONCLUSIONES	
  

	
  

1. Según	
  el	
  modelo	
  de	
  simulación	
  de	
  la	
  ruta	
  de	
  ERKs,	
  considerando	
  la	
  localización	
  de	
  Ras	
  en	
  

células	
   HeLa,	
   se	
   predice	
   una	
   activación	
   de	
   la	
   cascada	
   rápida	
   y	
   transitoria	
   desde	
   la	
  

membrana	
  plasmática	
  y	
  más	
  sostenida	
  desde	
  endomembranas.	
  	
  

	
  

2. En	
  el	
   rescate	
  de	
   la	
   viabilidad	
   celular	
   las	
   isoformas	
  N-­‐Ras	
   y	
   K-­‐Ras	
   ejercen	
  un	
  papel	
  más	
  

importante	
  que	
  H-­‐Ras.	
  La	
  determinación	
  de	
  la	
  respuesta	
  proliferativa	
  por	
  parte	
  de	
  K-­‐Ras	
  

es	
   independiente	
   de	
   su	
   localización	
   subcelular.	
   Sin	
   embargo,	
   la	
   capacidad	
   de	
   rescate	
  

proliferativo	
  de	
  N-­‐Ras	
  radica	
  en	
  su	
  actividad	
  desde	
  la	
  membrana	
  plasmática.	
  

	
  

3. Existe	
   una	
   fosforilación	
   diferencial	
   de	
   ERK,	
   bajo	
   estimulación	
   con	
   EGF	
   y	
   HRG.	
   Esta	
  

activación	
  diferencial	
  de	
  ERK	
  constituye	
  la	
  base	
  de	
  las	
  diferentes	
  respuestas	
  biológicas	
  de	
  

las	
  células	
  MCF7	
  a	
  EGF	
  y	
  HRG.	
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