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Introduccié

INTRODUCCIO

Les proteines morfogenétiques 0ssies (BMPs) estan involucrades en
el control de multiples processos cel-lulars com la proliferacio, la
determinacié de llinatge, la diferenciacid, la migracidé i la mort cel-lular. La
seva expressié en un determinat context temporal i de manera especifica
en certs teixits, és responsable d'orquestrar processos que resulten claus
durant el desenvolupament, I'homeostasi i la reparacié de teixits en
I'organisme, des de Drosophila fins a humans. I el que resulta més
interessant és que els efectes de les BMPs depenen en major proporcio de
la capacitat de resposta de les cél-lules diana més que dels factors en si
mateixos.

1. Les proteines morfogéniques ossies (BMPs)

1.1- Lligands BMPs i la seva regulacio extracel-lular

Les proteines morfogenetiques oOssies (BMPs) son factors de
creixement que pertanyen a la superfamilia de TGF-B, una familia de
polipéptids secretats que inclouen 33 productes génics diferents en
humans, la majoria dels quals formen homodimers units per ponts disulfur.
Els membres de la superfamilia de TGF-B han estat classificats en funcié de
la seva similitud estructural en diferents grups que inclouen TGF-Bs, BMPs,
GDFs, activines, inhibines i la hormona anti-Mdllerina (AMH). La subfamilia
de BMPs representa dos terceres parts de la superfamilia de TGF-B i conté
més de 20 membres que s’han classificat en tres grups en funcié de la
similitud en la seva sequéncia (Massague, 1998; Massague et al., 1994).
BMP-2, BMP-4 i el producte génic de Drosophila melanogaster (Dpp)



Introduccié

formen el grup BMP2; BMP-5, BMP-6, BMP-7 (també anomenat proteina
osteogénica 1, OP1), BMP-8 (OP2) i el producte génic de Drosophila gbb-
60A formen el grup BMP5; i GDF-5 (growth diferentiation factor-5), GDF-6 i
GDF-7 formen el grup GDF5. També formen part de la subfamilia de BMPs
altres membres com GDF-1 o BMP-3, no obstant la seva classificacid no
queda tant clara. A la Figura I1 es mostra la classificacido dels membres de
la superfamilia de TGF-B en funcié de la seva homologia. Els membres de la
subfamilia de BMPs presenten diferents patrons d’expressio
espaciotemporals i poden senyalitzar a través de diferents receptors de
membrana, de tal manera que controlen nombrosos processos fisiologics
durant I'embriogénesi i la formacié d'organs aixi com en I'homeostasi dels
teixits en d’adult.

Figura I1. La superfamilia de TGF-B. Les BMPs (en color blau) sén una gran
subfamilia dins de la superfamilia de TGF-B. Els mecanismes de senyalitzacié de les
BMPs han estat molt estudiats, en particular els de la familia BMP2 i els de la familia
BMP5. Nodal i Lefty (en color verd) sén membres distants de la subfamilia de BMPs i
senyalitzen per mecanismes que sén similars als utilitzats per TGF-B i activines.
Adaptat de Kishigami and Mishina (2005).
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Les BMPs son secretades com a proteines precursores amb un
domini hidrofobic de 50-100 aminoacids, de tal manera que les BMPs
madures deriven de la regié C-terminal i s’obtenen per tall proteolitic
(Massague, 1990). Cada BMP conté set cisteines, sis de les quals formen
un nodul central critic per mantenir I'estructura tridimensional i la setena
cisteina intervé en la dimeritzacié amb un segon monomer (Wozney et al.,
1988). Especialment durant I'embriogénesi, i possiblement també durant la
homeostasi tissular en adults, els membres de la superfamilia de TGF-B
secretats viatgen certes distancies des de les cél-lules productores fins a
les cél-lules diana, formant d‘aquesta manera gradients morfogénics
(Gurdon and Bourillot, 2001; Lander, 2007). Aquests gradients de lligand
son regulats per mecanismes complementaris com la secrecid cel-lular
especifica a través del teixit, gradients de proteines extracel-lulars
antagonistes que s’uneixen i inactiven els lligands i gradients de proteases
que degraden els antagonistes extracel-lulars i alliberen dels seus lligands
bioactius (De Robertis and Kuroda, 2004).
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1.2- Senyalitzacié a través dels receptors de BMPs

El membres de la superfamilia de TGF-B senyalitzen a través de la
unié a un complex heterodimeéric de receptors amb activitat serina/treonina
quinasa anomenats de tipus I i de tipus II. La majoria de cél-lules de
mamifer expressen diferents membres d’aquests grups de receptors,
alguns dels quals sén compartits per diferents lligands de la superfamilia de
TGF-B (Massague, 1998) (Figura I2). Tant els receptors tipus I com els
tipus II sén proteines transmembrana amb un domini extracel-lular d’unio6 a
lligand ric en cisteines, un domini transmembrana a-hélice i un domini
citoplasmatic que classicament s’ha descrit que conté el domini quinasa i
una seqléncia proteica que conté dianes de fosforilacié i actua com a
docking site per a proteines adaptadores i de senyalitzacié. S’han descrit
fins al moment 7 receptors del tipus I (ALK1-ALK7) i 5 receptors del tipus
II: els dos receptors activina/BMP ActRIIA i ActRIIB, el receptor de BMP
(BMPRII), el receptor de TGF-B (TGFBRII) i el receptor de la hormona anti-
Muillerina (AMHRII) (Feng and Derynck, 2005). Les BMPs senyalitzen a
través de tres receptors del tipus I: ALK-2 (ActRIA), ALK-3 (BMPR-IA) i
ALK-6 (BMPR-IB); i tres receptors del tipus II: BMPRII, ActRIIA i ActRIIB.
La combinacié de receptors al complex heterodiméric de membrana permet
que s’hi uneixin certs lligands especificament o que tingui lloc una
senyalitzacid o una altra en resposta al mateix lligand (Feng and Derynck,
2005; Heldin et al., 1997; Shi and Massague, 2003) (Figura 12). Aixi, una
combinacié de receptors pot unir més d’un lligand, de tal manera que el
patré d’expressio tant de lligands com de receptors és el que acaba definint
quins receptors s’activaran. Per exemple, BMPRII es pot combinar amb tres
receptors de tipus I, BMPRIA, BMPRIB i ActRIA per senyalitzar en resposta
a diferents BMPs. En relacié als receptors tipus I per a BMPs, BMPR-IA i
BMPR-IB sén estructuralment molt semblants entre elles, mentre que
ActRIA presenta menys homologia en comparacié amb els altres dos. BMP-
2 i BMP-4 s’uneixen amb més afinitat a BMPR-IA i BMPR-IB, i els membres
del grup BMP5 s’uneixen amb més afinitat a ActRIA i BMPR-IB. Per altra
banda, els membres del grup GDF5 s’uneixen Unicament BMPR-IB
(Miyazono, 2002).
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Figura I2. Receptors de la superfamilia de TGF-B. Els membres de la
superfamilia de TGF-B es poden unir a varies combinacions del receptors de tipus I i
de tipus II, fet que defineix quin tipus de senyalitzacidé tindra lloc. Al dibuix es
representen les combinacions de lligands i receptors més frequents. En color blau
apareixen els lligands membres de la subfamilia de BMPs i els receptors que utilitzen
per senyalitzar. Adaptat de Massague et al. (2000) i Derynck and Zhang (2003).

L'acoblament del complex de receptors pels membres de les
subfamilies de BMPs i TGF-B no té lloc de la mateixa manera. En el cas de
TGF-B, el lligand s‘uneix a TGFBRII i posteriorment es recluta ALK-5
(TGFBRI) al complex de forma cooperativa mitjangant contactes amb el
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lligand i amb sequéncies especifiques de TGFBRII, de tal manera que
s’estabilitza el complex i s’activa TGFBRI. La uni6 del lligand no incrementa
I'estat de fosforilacié dels receptors de tipus II ni la seva activitat quinasa
in vitro (Attisano et al., 1996; Chen and Weinberg, 1995; Wrana et al.,
1994), fet que suggereix que aquest grup de receptors soOn
constitutivament actius i requereixen el lligand per interactuar amb els
receptors de tipus I (Hogan, 1996a; Hogan, 1996b). En el cas de les BMPs,
s’ha descrit que en general aquestes s’uneixen amb molta més afinitat als
receptors de tipus I que als de tipus II, a excepciéo de GDF-9 que s’uneix a
BMPRII amb alta afinitat (Vitt et al., 2002). S’ha proposat que I'especificitat
de les accions estimulades per les BMPs s’‘aconsegueix, en part, per
I’afinitat preferencial dels lligands per certs receptors (Rosenzweig et al.,
1995; ten Dijke et al., 1994). Cada tipus cel-lular expressa una combinacio
de receptors especifica, aixi com diferents molécules senyalitzadores que
contribueixen a la diversitat de respostes de senyalitzaci6 de les BMPs.
Aixi, els receptors per a BMPs BMPR-IA, BMPR-IB i BMPRII es poden trobar
a la superficie cel-lular formant complexos pre-formats hetero-oligomerics
o homo-oligomérics (Gilboa et al., 2000). El grup de la Dra. Petra Knaus ha
descrit un model mecanistic segons el qual el tipus d’oligdmers que formen
els receptors a la membrana determina la via de senyalitzacid que
s’activara en resposta a la unié del lligand. Per exemple, en el cas de BMP-
2, s’ha descrit que aquest: i) es pot unir amb gran afinitat als receptors de
tipus I, BMPR-IA i BMPR-IB, i posteriorment reclutar BMPRII, induint aixi la
formacié d’un complex receptor hetero-oligoméric (BMP-induced signaling
complexes, BISC) i activar la via de senyalitzaciéo de p38; ii) o es pot unir
directament a un complex receptor hetero-oligoméric pre-format
(preformed hetero-oligomeric complexes, PFC) que consisteix en, com a
minim, un receptor del tipus I i un del tipus II. La unié de BMP-2 a aquest
complex pre-format s’ha descrit que activa la via de senyalitzacio de les
proteines Smad (Hassel et al., 2003; Nohe et al., 2002; Nohe et al., 2003).
Paral-lelament, també s’ha proposat que els receptors es poden localitzar
en diferents dominis de membrana i que dita localitzacié determina el tipus
d’endocitosi mitjangant la qual seran processats, fet que també s’ha
relacionat amb I'activacio preferencial de rutes Smad-dependents o Smad-
independents. En aquest context, Hartung et al. han demostrat que s’activa
de manera preferencial la ruta de senyalitzaci6 dependent de les Smads
quan el complex receptor no es troba localitzat en dominis rafts o rics en
caveoles, i que la senyalitzacio iniciada als BISC és dependent de receptors
localitzats a dominis rafts i dominis rics en caveoles (Hartung et al., 2006).

La uni6 de les BMPs al complex receptor permet que el receptor de
tipus II trans-fosforili el domini ric en GS (glicina-serina) proxim al domini
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transmembrana del receptor de tipus I. Aquesta reaccidé de fosforilacid
canvia la conformacié del receptor de tipus I i permet l'alliberament de
xaperones, com és el cas de FKBP12, que actuen com a reguladors
negatius, de tal manera que tenen lloc altres canvis conformacionals en el
domini quinasa del receptor de tipus I que permeten la seva activacio
(Hogan, 1996a). Posteriorment, el receptor tipus I catalitza la fosforilaci
d’efectors de senyalitzacido, com per exemple de les proteines Smad.
Segons aquest model, la Unica funcié dels receptors de tipus II és la
fosforilacid del receptor de tipus I, no obstant, en els Ultims anys s’'ha
descrit que aquests receptors regulen altres funcions com comentarem més
endavant. Per altra banda, l'activitat dels membres de la superfamilia de
TGF-B és regulada negativament per varies proteines solubles que
prevenen la seva interaccié amb els receptors de membrana. En el cas de
les BMPs, aquestes molécules inhibidores sén Noggin i Chordin i, malgrat
gue tenen una estructura primaria molt diferent, les dues poden unir-se als
BMPs i prevenir la seva interaccio amb els receptors de membrana (Piccolo
et al., 1996; Zimmerman et al., 1996).

1.3- La via de senyalitzacio de les proteines Smad

Les proteines de la familia Smad van ser els primers substrats
identificats dels receptors de tipus I de BMPs i juguen un paper central en
la transduccié de les senyals des dels receptors de membrana fins als gens
diana al nucli. En base a la seva estructura i funcio, les proteines Smad es
classifiquen en tres grups: i) R-Smads, Smads que sén directament
fosforilades pels receptors tipus I de la superfamilia de TGF-B; ii) Co-Smad,
Smad que participa en la senyalitzacié associant-se amb les R-Smads; iii)
I-Smads, Smads que inhibeixen la funcié senyalitzadora dels altres dos
grups de Smads.

Els receptors de tipus I activats fosforilen directament un motiu de
serines a la regié6 C-terminal de les R-Smads. Les R-Smads presenten
diferent especificitat en la seva interacci6 amb els diferents receptors de
tipus I. D’aquesta manera, les R-Smads Smad2 i Smad3 reconeixen
preferencialment la regié loop L45 de ALK-4 (ActRIB), Alk-5 (TGFBRI) i
ALK-7 (receptors tipus I per TGF-B, activines i alguns membres del grup
GDF), mentre que les R-Smads Smadl, Smad5 i Smad8 presenten
especificitat pel /loop L45 de ALK-1, ALK-2 (ActRIA), ALK-3 (BMPR-IA) i
ALK-6 (BMPR-IB) (receptors tipus I per BMPs, GDFs i AMH) (Chen et al.,
1998; Feng and Derynck, 1997; Persson et al., 1998). La fosforilacié de la
regié C-terminal de les R-Smads ddna lloc a un canvi conformacional de la
proteina, principalment al domini MH2 (Mad-homology 2), que es troba
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altament conservat al llarg de I’'evolucié (Shi and Massague, 2003). Aquest
canvi conformacional permet a la R-Smad fosforilada oligomeritzar amb
ella mateixa o amb altres R-Smads juntament amb la Co-Smad, que es
troba representada per un Unic producte genic en mamifers anomenat
Smad4 (Figura I3). La Smad4 es caracteritza per no tenir el motiu de di-
serines, de tal manera que no és fosforilada pels receptors de tipus I (ten
Dijke, 2006). No obstant, Smad4 conté la resta del domini MH2 C-terminal
altament conservat i interacciona amb la conformacié activa dels dominis
MH2 dels R-Smads fosforilats (Shi and Massague, 2003). Els hetero-
oligbmers de R-Smads amb Co-Smads han estat cristal-litzats com a
dimers i com a trimers. El model que s’ha proposat dels trimers consisteix
en dos R-Smads fosforilades associades a una Smad4, ja que Smad4
reemplaca un de les R-Smads fosforilada en el R-Smad homo-trimer
(Chacko et al., 2004). Les proteines Smad en estat basal son retingudes al
citoplasma. En el cas de Smad2, aquesta retencié és manté per la
interaccié amb SARA (Smad anchor for receptots activation) ja que la unié
amb SARA emmascara la senyal d'import nuclear de Smad2 (Figura I3).
Aixi, la fosforilaci6 de Smad2 per part del receptor no només augmenta
I'afinitat de Smad2 per Smad4 sind que també disminueix la seva afinitat
per SARA, permetent que quedi exposada la senyal dimport nuclear i
afavorint d’aquesta manera la rapida acumulacié de Smad2 activada al
nucli (Tsukazaki et al., 1998). L'oligomer Smad funciona posteriorment
com una plataforma molecular per a l'organitzacid i execucidé de reaccions
nuclears que instrueixen a la cromatina de com ha de regular la
transcripcid6 de multiples gens diana, diferents en funcié del teixit i
I'organisme (Figura I3). El tipus de resposta cel-lular que té lloc depen del
context cel-lular i per aix0 és necessaria la integracié d’informacié sobre
I’estat de desenvolupament de la cél-lula, fet que s’aconsegueix per varies
modificacions post-traduccionals del complex Smad al nucli. La informacio
molecular és transmesa pel complex Smads a la cromatina de, com a
minim, tres maneres: i) unid al DNA; ii) interacci6 amb altres factors de
transcripcié units al DNA; iii) associacié amb remodeladors de cromatina,
co-activadors i co-repressors transcripcionals (Shi and Massague, 2003).

La via de senyalitzaci6 de les Smads es complementa amb les
Smads inhibidores I-Smads, Smad6 i Smad7. Smad6 és un inhibidor
preferencial de la via de senyalitzaci6 de BMPs (Imamura et al., 1997), i
Smad7 actua com un inhibidor tant de la via de BMPs (Nakao et al., 1997)
com de TGF-B (Hayashi et al., 1997). Les I-Smads presenten en la regié N-
terminal un domini MH1, domini implicat principalment en la unié a
seqliencies especifiques de DNA, (Massague, 1998) amb un nivell
d’homologia molt baix en relaci6 amb els equivalents dominis MH1 de les
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R-Smads, en canvi tenen el domini C-terminal MH2 altament conservat
(Imamura et al., 1997; Nakao et al.,, 1997). Smad7 és la més ben
estudiada de les dues I-Smads i s’ha descrit que els membres de la
superfamilia de TGF-B a part dinduir-ne la seva transcripciéo també faciliten
la seva translocacié des del nucli al citoplasma (Itoh et al., 1998). Un
mecanisme proposat per explicar els efectes inhibitoris de Smad6 i Smad7
es base en la observacié que cada una d’aquests Smads poden unir-se a
diversos receptors de la familia de TGF-B i interferir amb la fosforilacié de
les R-Smads (Nakao et al., 1997). S’ha descrit que la unié6 de Smad7 al
receptor de tipus I ALK-5 (TGFBI) recluta la fosfatasa PPla i aquesta
defosforila al receptor de tipus I, reduint-ne aixi la seva activitat (Shi et al.,
2004). També s’ha proposat que Smad7 pot interaccionar amb les
ubiquitines lligases Smurfl i Smurf2 i unir-se al complex de receptors,
promovent aixi la ubiquitinacio dels receptors i la seva posterior degradacio
(Di Guglielmo et al., 2003). Les I-Smad també poden modular la
senyalitzaci6 de les altres Smads per mecanismes que impliquen
directament les proteines Smad ja que s’ha descrit que poden: i) formar
complexes amb les altres proteines Smads, especialment amb Smad4, i
dissasociar el complex R-Smad/Co-Smad (Hata et al., 1998); ii) modular la
ubiquitinacio i degradacié de les R-Smads i Co-Smads associats (Moren et
al., 2005); iii) inhibir la via de senyalitzaci6 de TGF-B actuant al nucli,
unint-se al complex Smad de control de la transcripcié associat a la
cromatina i bloquejant la transmissio al nucli de la senyalitzacié (Zhang et
al., 2007).
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Figura I3. Via de senyalitzaci6 de les proteines Smad. Les R-Smads
fosforilades juntament amb la Co-Smad, Smad4, formen un complex regulador
transcripcional. Les R-Smads es poden moure lliurement dins i fora del nucli i per a
ser més accessibles pels receptors de membrana, sdn segrestades al citoplasma per
proteines com SARA. L’activacié dels receptors té lloc quan el lligand indueix la
formacio del complex heterodiméric de receptors, de tal manera que el receptor de
tipus 1II fosforila el domini GS del receptor de tipus I, l'activa i catalitza la fosforilacio
de les R-Smads. La fosforilacié de les R-Smads disminueix la seva afinitat per SARA i
incrementa la seva afinitat per la Co-Smad. La regulacid negativa de la via de
senyalitzacié6 dependent de Smads pot tenir lloc per part de les I-Smad i per
proteines que segresten els lligands evitant que s’uneixin als seus receptors. El
complex Smad format és lliure de moure’s fins al nucli i associar-se amb co-
activadors i co-represors transcripcionals.

1.4- Les vies de senyalitzacié Smad-independent

Les proteines Smad sdén els principals mediadors activats en
resposta als membres de la superfamilia de TGF-B encarregats de
transmetre les senyals iniciades als receptors de membrana fins al nucli.
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No obstant, en els ultims anys s’han publicat multiples evidéncies
experimentals que suggereixen que vies alternatives a les Smads regulen
la senyalitzacié en resposta a TGF-B i BMPs. Les proteines de senyalitzacié
independents de les Smads es poden classificar en tres grups en funcié del
mecanisme pel qual contribueixen a la regulacié de respostes fisiologiques
que depenen de TGF-f i BMPs: i) proteines no-Smads que directament
modifiquen les Smads; ii) proteines senyalitzadores que sén regulades
directament per les proteines Smads, de tal manera que es transmeten les
senyals iniciades a la membrana a rutes Smad-alternatives; iii) proteines
no-Smads que interaccionen i/o son fosforilades directament pels receptors
de la familia TGFB, iniciant aixi de manera paral-lela rutes de senyalitzacio
que cooperen o no amb la via de senyalitzacié de les Smads en la regulacio
de respostes fisiologiques. En aquest treball es presenten resultats
relacionats amb la regulacié per part de BMP-2 de la migracid cel-lular i la
dinamica del citoesquelet d’actina a través de vies de senyalitzacié que no
involucren les proteines Smad, de tal manera que a la present introduccio
ens centrarem en les rutes activades per membres de la superfamilia de
TGF-B incloses al tercer grup de la classificacid anterior, és a dir, rutes en
les que no participen les Smads.

En la literatura apareixen varis exemples de funcions cel-lulars
regulades per rutes Smad-independent en resposta a BMPs, no obstant, en
molts casos no es coneix la connexidé entre els receptors de membrana i la
molécula efectora citoplasmatica, si bé és cert que en la majoria dels casos
solen ser proteines MAPK (Erk, JNK, p38) (Shi and Massague, 2003). A
continuacio es citen els exemples més destacats de funcions fisiologiques
regulades per vies de senyalitzacido independents de Smads en que es
coneix, encara que sigui parcialment, quines sén les proteines controlades
pels receptors de membrana activats en resposta a BMPs (Figura 14). S’ha
descrit que les BMPs regulen I'apoptosi en diferents tipus cel-lulars a través
de la proteina TAK1 (TGF-B activated kinase 1), proteina que forma
complexos amb els receptors de BMPs juntament amb TAB1l i XIAP,
proteina inhibidora de les caspases apoptotiques que funciona com a E3
ubiquitin lligasa (Kendall et al., 2005; Yamaguchi et al., 1999). S’ha
proposat que TAK1 és activada en resposta a l'estimulaci6 amb BMPs i
regula I'apoptosi induida per estrés cel-lular a través de I'activacio de les
vies de senyalitzaciéo de p38 (Kimura et al., 2000) i JNK (Shirakabe et al.,
1997). Les BMPs també s’han implicat en el control de la proliferacio
cel-lular i el manteniment de la pluripotencialitat de les cél-lules mare
embrionaries de ratoli. Concretament, BMP-4 indueix la renovacidé de
cél-lules mare embrionaries a través de la inhibici6 de rutes de
senyalitzacié, que inclouen Erk i p38, involucrades en la regulacié de la
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resposta transcripcional de gens especifics durant I'embriogénesi (Qi et al.,
2004). De fet, la regulacié de l’'expressiéo génica per part de les BMPs
s’associa en la majoria de casos estudiats a la diferenciacié cel-lular. Els
osteoblasts, per exemple, requereixen senyals de BMPs per diferenciar a
partir de progenitors cel-lulars pluripotents, i les proteines Smads
juntament amb certs factors de transcripcié contribueixen a la regulacio
d’aquest procés (ten Dijke et al., 2003). En els ultims anys s’han publicat
evidéncies experimentals que indiquen la participacié de les rutes de
senyalitzacié de p38, Erk i JNK en el control de la regulacié transcripcional
implicada en la diferenciacié osteoblastica en resposta a diferents membres
de la familia de les BMPs (Gallea et al., 2001; Guicheux et al., 2003; Lai
and Cheng, 2002; Vinals et al., 2002). També s’ha descrit la implicacid
d’efectors com PKA, p38 i Erk en la regulacié a nivell transcripcional del
procés de diferenciaciéo de condrocits (Lee and Chuong, 1997; Noth et al.,
2003). Recentment, varis grups han descrit la participacié de les BMPs en
la reorganitzacio del citoesquelet d’actina en el procés de morfogenesi de
les dendrites neuronals a través de la proteina LIMK1 i Cdc42 (Eaton and
Davis, 2005; Foletta et al., 2003; Hocking et al., 2009; Lee-Hoeflich et al.,
2004; Wen et al., 2007). Aquest ultim punt el tractarem extensament més
endavant.
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Figura I4. Senyalitzacié de BMPs per rutes Smad-independents. (A) Apoptosi
cel-lular. Els receptors de BMPs s'uneixen a XIAP i als seus interactors TAB i TAK1 de
tal manera que l'estimulaci6 amb BMPs indueix l'activacid de TAK1l i de MKK3,
donant lloc a I'activacio de JNK i p38, i a I'estimulacié de I'apoptosi en varies linies
cel-lulars. (B) Proliferacié cel-lular. La unié de BMPs al complex de receptors indueix
la fosforilacid del receptor de tipus I, BMPRIA, que facilita la defosforilacid
(inactivacid) de les MAPKs p38 i Erk per un mecanisme actualment desconegut.
Aquesta inactivacio allibera els efectes negatius de les MAPKs sobre la
pluripotencialitat a nivell del control de I'expressio de certs gens. (C-D) Diferenciacio
cel-lular. Malgrat que les BMPs controlen la diferenciacié de diferents Ilinatges
cel-lulars principalment a través de la regulacié transcripcional de gens claus, també
s’ha descrit la participacié de varies rutes se senyalitzacié que impliquen diverses
proteines quinases. (E) Regulacié del citoesquelet d’actina. Les BMPs activen la
LIMK1, i en conseqliéncia inactiven la cofilina, fet que resulta en la polimeritzacid
d’actina.

2. BMPs i el control de la migracié cel-lular durant
I'’embriogénesi

Les proteines morfogéniques Ossies van ser originariament
identificades com a proteines que induien la formacié ectopica d'os i,
actualment, és ampliament acceptat el paper de BMP-2, BMP-4 i BMP-7 en
el desenvolupament ossi dels vertebrats (Wan and Cao, 2005). La formacio
de l'os té lloc a través d’una serie d'esdeveniments que s’inicien amb la
guimiotaxis de cél-lules mare mesenquimals a llocs concrets d'implantacid,
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fet que suggereix que les BMPs regulen la formacié oOssia a través del
control de la migracidé cel-lular, entre d’altres multiples processos. Les
BMPs, a part d’induir la formacioé d’estructures Ossies, participen en altres
funcions durant I'embriogénesi, principalment en la formacié de I'eix dorso-
ventral i I'antero-posterior i en el procés de neurulacié a través del control
de la migracié de grans grups de cél-lules. La participaciéo de les BMPs a
través del control de la migraci6 en les etapes primerenques de
I'embriogenesi té lloc concretament en els processos de gastrulacid i en la
delaminacié de les cél-lules de la cresta neural. Durant la gastrulacid, grans
grups de cél-lules migren col-lectivament per formar les tres capes
principals de I'embrié i posteriorment, les cél-lules migren des d’aquestes
capes a certes localitzacions diana on es diferencien per formar cél-lules
especialitzades que donaran lloc als diferents teixits i organs (Kishigami
and Mishina, 2005).

Just abans de la gastrulacié (E5.5-6.0), un grup de cél-lules de la
punta distal de I'endoderm visceral (DVE) migren en una direccié concreta
per formar el que sera el futur centre de senyalitzacié anomenat endoderm
visceral anterior (AVE) (Figura I5). Aquest moviment de cel-lules asimétric
en la regié extraembrionaria suggereix que és necessari un patterning
tempra en els teixits extraembrionaris perqué s'inicii la gastrulacié. S’ha
demostrat que les cél-lules del AVE senyalitzen a regions de I'epiblast per
formar el neuroectoderm anterior (Thomas et al., 1998), i que les BMPs i
les seves molécules de senyalitzacid6 expressades en els teixits
extraembrionaris juguen un paper clau en aquest patterning embrionari
(Nagy and Rossant, 2001). La gastrulacié comenca a |'estadi E6.5, quan a
I’epiteli posterior es forma una estructura mesodérmica anomenada estria
primaria. A mida que avanga el procés de gastrulacio, es recluten cél-lules i
s’intercalen entre I'extrem proximal i distal de |'estria primaria. Malgrat no
es coneixen amb certesa els mecanismes moleculars que regulen el
reclutament de les cél-lules epiblastiques a l'estria primaria, les BMPs es
consideren elements essencials en aquest procés, de la mateixa manera
gue en els processos de migracio cel-lular que conformen el patterning del
mesoderm (Kishigami and Mishina, 2005) (Figura I5). Algunes de les
evidencies més rellevants que han permeés arribar a aquesta conclusié son:
i) BMP-4 s’expressa a l'ectoderm extraembrionari i a I'estria primaria abans
i durant la gastrulacié (Lawson et al., 1999; Winnier et al., 1995; Ying et
al., 2000) i BMP-2 comenca a expressar-se a la regid extraembrionaria al
E6.0 (Ying and Zhao, 2001); ii) els embrions de ratoli mutants deficients en
el gen que codifica per BMP-2 duen a terme la gastrulacié, no obstant
mostren un desenvolupament anormal en les regions extraembrionaries
(Zhang and Bradley, 1996) i, de la mateixa manera que els embrions
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mutants deficients en BMP-4, no sobreviuen més enlla de |'estadi E9.5; iii)
I'abséncia de BMPRIA, que s’expressa de manera ubiqua en l'epiblast i les
regions extraembrionaries durant I'estadi de gastrulacié de I'embridé, causa
la mort en estadis primerencs del desenvolupament de I'embrié sense que
s’arribi a formar el mesoderm (Mishina et al., 1995); iv) la delecié en
homozigosi de BMPRII causa la mort de I'embrié durant la gastrulacio de
manera molt semblant al que s'ha descrit pels embrions mutants per
BMPRIA (Beppu et al., 2000). Aquestes evidéncies suggereixen que BMPRII
i BMPRIA son els receptors encarregats de transduir les senyals de BMPs
durant l'estadi de gastrulacié en la regido extraembrionaria i que la
senyalitzacid mitjancada per BMPs resulta indispensable perqué tingui lloc
una gastrulacié normal.

Proximal Posterior

A -

Di;[a| Anterior Anterior « » Posterior

Ectoderm
extraembrionari

L1
b ogh

Estria

g-—- Epiblast _Hi' : = "j_EpibIas‘ primaria
i f AVE N
. AVE AVE
DVE
E5.5 ES5.75 E6.0 E6.5

Inici de la gastrulacié

Figura I5. Representacié esquematica del desenvolupament tempra del
ratoli. Just després de l'implantaci6, s’estableix la polaritat proximo-distal en els
embrions de ratoli. L'epiblast (lila) esta rodejat per I'endoderm visceral (groc clar).
Un grup de cél-lules en la punta distal de I'endoderm visceral (DVE) comenga a
moure’s cap al que sera la futura part anterior per formar I'’endoderm visceral
anterior (AVE). Al E6.5, comencga la gastrulacié al costat oposat del AVE amb la
formacio de l'estria primaria (negra). D’aquesta manera, la polaritat proximo-distal
és convertida en la polaritat antero-posterior. Aquest procés s’anomena rotaci6 axial.
Adaptat de Lu et al. (2001) i Kishigami and Mishina (2005).

Per altra banda, les BMPs també juguen un paper clau en la procés
de la neurulacié, concretament en la formacié de la cresta neural i en la
posterior delaminacié de les cél-lules de la cresta neural. La cresta neural
és una estructura que es forma de manera transitoria en I'embrié dels
vertebrats. Les cél-lules que formen part de la cresta neural donen lloc a
una gran varietat de tipus cel-lulars, des de les neurones periferiques i les
cel-lules satel-lit fins a cél-lules encarregades de formar I'os, els tendons, el
teixit connectiu i l'adipés, la dermis, els melanocits i les ceél-lules
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endocrines. Les cél-lules de la cresta neural s’especifiquen en funcié de la
posicid relativa que ocupen al llarg de l'eix rostro-caudal del cos
embrionari. Posteriorment, els progenitors de la cresta neural es delaminen
de tal manera que deixen de formar part del neuroepiteli i, ja com a
cel-lules mesenquimals, segueixen rutes migratories especifiques fins a
arribar als seus destins embrionaris diana, on s’hi assenten i es diferencien
(Wilson et al., 2004). En relacié als mecanismes que dirigeixen la migracié
de les cél-lules progenitores de la cresta neural, Sela-Donenfeld et al. van
demostrar que |'activitat localitzada de les BMPs al tub neural dorsal resulta
essencial (Sela-Donenfeld and Kalcheim, 1999). Malgrat no es coneixen
amb profunditat els mecanismes moleculars mitjancant els quals les BMPs
regulen aquest procés, s’ha demostrat la seva participaciéo en la migracio
de cél-lules de la cresta neural que donaran lloc a les neurones i a la glia
que formaran el sistema nervids enteric del tracte gastrointestinal
(Goldstein et al., 2005) i a la generacié d’estructures craniofacials (Dudas
et al., 2004).
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Figura I6. Participacié de les BMPs en el procés de neurulacio. Els limits de la
placa neural (verd) s’especifiquen en resposta a la senyalitzacié que té lloc entre
I'ectoderm (blau) i el neuroectoderm (lila). Posteriorment, els limits de la placa
neural s’eleven formant la cresta neural i es forma el tub neural. Les cél-lules de la
cresta neural es delaminen de la part dorsal de la cresta neural i migren per donar
lloc a les cel-lules del sistema nervidés. Les BMPs participen en la formacié de la
cresta neural i en el control de la delaminacidé i migracié de les cél-lules progenitors
de la cresta neural. Em blau fosc estan encerclades les zones on s’expressen les
BMPs. Adaptat de Gammill and Bronner-Fraser (2003).

3. Hipertensié pulmonar primaria i la regié C-terminal
de BMPRII

Segons el paradigma de senyalitzacid6 de BMPs la principal funcio
dels receptors de tipus II per a BMPs és I'activacio dels receptors de tipus I.
BMPRII, a diferéncia dels altres receptors de tipus II de la superfamilia de
TGFB, conté una llarga cua citoplasmatica C-terminal downstream del
domini quinasa d’aproximadament 500 aminoacids que representa el 50%
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de la proteina (Figura 17). Aquesta regid no és requerida per a la ruta de
senyalitzacié a través de Smads ni per la fosforilacié de p38 induida per
BMPs (Nishihara et al., 2002; Nohe et al., 2002; Nohno et al., 1995).No
obstant aix0, la llarga cua citoplasmatica es troba conservada en els
respectius homolegs de BMPR-II de Drosophila i Xenopus laevis, fet que
suggereix que aquesta regid del receptor participa en alguna funcioé critica
per la cél-lula.

S’han detectat mutacions que codifiquen en la llarga cua
citoplasmatica de BMPRII i altres zones de BMPRII en pacients amb la
malaltia autosomica dominant Hipertensié pulmonar primaria (PPH), tant
en casos familiars com esporadics (De Caestecker and Meyrick, 2001; Lane
et al., 2000; Waite and Eng, 2003) (Figura I7). La PPH es caracteritza per
una proliferacié excessiva de les cel-lules endotelials i de muscul llis de les
artéries pulmonars, fet que resulta en una oclusié dels vasos pulmonars i
un augment de la pressié sanguinia que acaba desencadenant en la
majoria dels casos una parada cardiaca (Morrell et al., 2001; Puri et al.,
2007). La PPH és una malaltia rara, es diagnostiquen una mitjana de 1 o 2
casos nous per milid de persones cada any, amb predileccié per dones
joves (la proporcié dones:homes és de 2.3:1) i una mitjana d’edat de
diagnostic de 36.4 anys. En abséncia de tractament, els pacients de PPH
presenten una mitjana de supervivéncia de 2.8 anys (Rich et al., 1987).
Aproximadament un 58% de les mutacions descrites en BMPRII i
associades a PPH prediuen la formacid d'un transcrit truncat, i
concretament un 12% de les mutacions patogéniques es localitzen a I'ex6
12 i donen lloc a una isoforma de la proteina sense la llarga cua
citoplasmatica (Machado et al., 2001). Altres mutacions tenen lloc per la
substitucid d’aminoacids altament conservats en el domini extracel-lular
d’unié a lligand, en el domini transmembrana o en el domini quinasa de
BMPRII. Moltes de les mutacions identificades ocorren per sota del domini
quinasa de BMPRII i sén mutacions de pérdua de la pauta de lectura o
sense sentit que prediuen la formaci6 de BMPRII amb una cua
citoplasmatica truncada (Lane et al., 2000; Machado et al., 2001; Thomson
et al., 2000), observacido que indica que la cua citoplasmatica juga un
paper rellevant en la funcionalitat de la cél-lula (Figura 17).
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Figura I7. cDNA de BMPRII i localitzaci6 de les mutacions descrites

associades a PPH. Els numeros de I'l al 13 indiquen els exons. Les mutacions
subratllades han estat descrites en pacients amb PPH esporadica. Les mutacions de
canvi de paula de lectura (frameshift, fs) s'indiquen amb I'abreviacié de I'aminoacid,
el nimero de posicié de I'aminoacid al qual té lloc la mutacié i a continuacid el
numero d’aminoacids que existeixen fins al segient codé stop. Adaptat de Machado
et al. (2001).

En un intent d’elucidar la rellevancia funcional de la cua C-terminal
de BMPRII, varis grups s’han dedicat a la cerca de proteines intracel-lulars
regulades per la interacci6 amb la regi6 citoplasmatica downstream del
domini quinasa de BMPRII. El primer treball en aquest sentit es va publicar
I'any 2003, i en aquest es va demostrar, in vitro, que la cua citoplasmatica
de BMPRII interacciona amb la LIMK1, una proteina clau en el control de la
dinamica del citoesquelet d'actina (Foletta et al., 2003). Folleta et al. van
descriure que mutacions en la cua citoplasmatica presents en pacients amb
PPH impedeixen la unié de LIMK1. Al cap de pocs mesos, Lee-Hoeflich et al.
van demostrar que la interaccié de la regié C-terminal de BMPRII amb la
LIMK1 resulta critica en la reorganitzacid del citoesquelet d'actina implicada
en la dendritogénesi estimulada per BMPs (Lee-Hoeflich et al., 2004).
Existeixen certes discrepancies entre aquest dos treballs en relacio a com
la uni6 de la LIMK1 a BMPRII regula l'activitat LIMK1. En un dels treballs es
postula que la unié de la LIMK1 a BMPRII inhibeix I'activitat de LIMK1, i
qgue és l'addicié de BMPs el que promou la dissociacié de la LIMK1 i la seva
consequent activacié (Foletta et al., 2003). No obstant, segons el model
proposat per Lee-Hoeflich et al., la unié de la LIMK1 al BMPRII manté la
LIMK1 en una conformacié activada i aquest efecte es pot veure potenciat
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per I'estimulacié amb BMPs a través de l'activacié de Cdc42 que activa al
seu torn la LIMK1 unida al receptor, promovent aixi un major nivell de
I'activitat catalitica de la LIMK1 (Figura I8). Independentment d’aquestes
diferéncies mecanistiques, el que es desprén d’aquests treballs és que
BMPRII esta implicat en processos relacionats amb la reorganitzacié del
citoesquelet d’actina. Recentment, altres grups han descrit la importancia
de la interaccid de la cua citoplasmatica de BMPRII amb LIMK1 en la
dinamica del citoesquelet d’actina implicada en processos de
dendritogénesi en cél-lules del llinatge neuronal de Xenopus (Hocking et
al., 2009; Wen et al., 2007) i Drosophila (Eaton and Davis, 2005).

Figura I8. Regulacié de I'activitat de LIMK1 per part de BMPRII. (A) Segons
el model proposat per Folleta et al., en condicions basals, la cua C-terminal de
BMPRII interacciona amb els dominis LIM de LIMK1 i inhibeix LIMK1. La unié de
BMP-4 als seus receptors promou la dissociacido de la LIMK1, induint aixi la seva
activitat catalitica envers la cofilina i la conseqiient regulacié del citoesquelet
d’actina. Adaptat de Foletta et al. (2003). (B) Segons el model proposat per Lee-
Hoeflich et al., BMP-7 indueix |'activacié de Cdc42 que coopera amb la unié de LIMK1
a la cua de BMPRII per aconseguir un nivell alt d'activacié de LIMK1. Adaptat de Lee-
Hoeflich et al. (2004).
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Al cap de pocs mesos de la publicacié del treball de Folleta et al.,
Machado et al. van demostrar que la cua citoplasmatica de BMPRII
interacciona amb la proteina Tctex-1, una cadena lleugera del complex
motor de la dynein (Machado et al., 2003). La dynein és una proteina
motora citoplasmatica composada per dues cadenes pesades, dues cadenes
intermédies i un nombre variable de cadenes lleugeres, i és responsable del
transport retrograd de proteines cargo a través de la xarxa de microtlbuls
(Sweeney and Holzbaur, 1996). Els autors van demostrar, in vitro, que la
Tctex-1 interacciona amb el domini citoplasmatic de BMPRII, fet que
permet que el receptor la fosforili i dits efectes es veuen alterats en
mutacions que tenen lloc en el gen que codifica per BMPRII descrites en
pacients amb PPH (Figura 19).

Després de dos anys de la identificacié de la LIMK1 com la primera
proteina que interaccionava amb la cua citoplasmatica de BMPRII, Wong et
al. van descriure mitjangant l'assaig two-hybrid en llevats la interaccié de
la proteina tirosina quinasa c-Src amb el la regi6 citoplasmatica de BMPRII
(Wong et al., 2005). La proteina c-Src participa en multiples vies de
transduccié implicades en el control de la proliferacid cel-lular, la migracio i
I'apoptosi (Yeatman, 2004). L'activacié aberrant de c-Src ha estat descrita
en més d'un 50% de tumors de colon, fetge, pulmd, mama i pancrees
(Frame, 2002). Els autors demostren que [I‘estimulaci6 amb BMPs
disminueix l'activitat de c-Src i que aquesta resposta es veu compromesa
en preséncia d’'una forma de BMPRII amb algunes mutacions en el domini
C-terminal associades a PPH .

Recentment, Chan et al. han identificat una altra proteina que
interacciona amb el domini C-terminal de BMPRII, Tribbles-like protein 3
(Trb3), un homoleg en mamifers de Trb de Droshopila (Chan et al., 2007).
Trb3 s’havia identificat préviament com un regulador negatiu de varies
proteines transductores de senyals com Akt, el factor de transcripcid
ATF4/CHOP i I'acetil-coenzim A carboxilasa (Du et al., 2003; Ohoka et al.,
2005; Qi et al., 2006). L'estimulacié amb BMPs afavoreix la dissociacio de
Trb3 del domini C-terminal de BMPRII, fet que permet que la Trb3
interaccioni amb Smurfl i n‘indueixi la seva degradacié. La degradacié de
Smurfl facilita la senyalitzacié activada en resposta a BMPs ja que resulta
en una estabilitzacié de les respostes dependents de Smads (Figura 19).
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Figura I9. Tcetx-1 i Trb3 interaccionen amb el domini C-terminal de BMPRII.
(A) La cua citoplasmatica de BMPRII interacciona amb la proteina Tctex-1, la cadena
lleugera del complex motor de la dynein. Segons el model proposat per Machado et
al. dita interaccid facilita la fosforilacid de Tctex-1, que forma part d’un complex
proteic situat als microtubuls. La Tctex-1 activada es mou a través dels microtubuls i
interacciona amb proteines transductores de la via de senyalitzaci6 de BMPs com
Smadl i p38. Mutacions en BMPRII associades a PPH prevenen la fosforilacié de
Tctex-1. Adaptat de Machado et al. (2003). (B) Esquema del mecanisme de
regulacié de la via de senyalitzacié6 de BMPs per part de Trb3. L'estimulacié amb
BMP-4 indueix l'alliberament de Trb3 de I’'ancoratge amb la cua citoplasmatica de
BMPRII, de tal manera que Trb3 interacciona amb Smurfl i n’indueix la seva
degradacié. Com a consequéncia de la disminucid dels nivells de proteina Smurfl
s'estabilitzen les seves proteines diana Smadl i RhoA i s’activa la ruta de
senyalitzacié de BMPs. Adaptat de Chan et al. (2007).

En dltim lloc, fa escassos mesos, Schwappacher et al. van descriure
que la proteina quinasa dependent de cGMP (cGKI) interacciona amb la
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cua citoplasmatica de BMPRII (Schwappacher et al., 2009). La proteina
cGKI és una Ser/Thr quinasa involucrada en la via de transduccié de
senyals de I'0xid nitric (NO)/cGMP. S’ha descrit que participa en multiples
funcions cel-lulars com el control del to vascular, I'activacié de plaquetes i
la plasticitat sinaptica. Els seus nivells d’expressié sén molt alts en les
cél-lules de muscul llis de les artéries pulmonars, on regula |'expressid
genica, la morfologia cel-lular i la proliferaci6 (Feil et al., 2005;
Schlossmann et al., 2005). Els autors del treball demostren que cGKI
interacciona i fosforila el domini C-terminal de BMPRII. En resposta a BMPs,
cGKI es dissocia del complex de receptors i s'uneix a les R-Smad activades
i @ Smad4. El complex cGKI/Smad transloca al nucli, recluta el factor de
transcripcié TFII-I i s'uneix als promotors dels gens diana de BMPs com
1d1.

En resum, tots aquests treballs proposen noves funcions de BMPRII
i demostren funcions discretes de la regi6 C-terminal. Les proteines
identificades que interaccionen amb la cua citoplasmatica de BMPRII
participen en processos vitals per a la cél-lula, i per tant caldra realitzar
estudis futurs per determinar com la disrupcié de la unié d’elles amb
BMPRII contribueix a la patogénesi de la PPH.

4. Polaritzacio cel-lular i migracié quimiotactica

La migracié cel-lular és un procés essencial en tots els organismes
multicel-lulars i és important tant durant el desenvolupament embrionari
com en l'adult. La migracié cel-lular és dirigida per senyals extracel-lulars
que actuen com a atraients o repel-lents. Aquestes senyals poden ser
factors solubles que actuen a distancia o senyals locals de les cel-lules
veines o0 de la matriu extracel-lular, i senyalitzen activant una gran varietat
de respostes intracel-lulars que inclouen canvis en la organitzacié del
citoesquelet d’'actina i de microtubuls, I'alteracio de les vies de transport de
vesicules i la regulacié de la transcripcié génica (Charest and Firtel, 2007).

Els mecanismes de migracio cel-lular han estat estudiats
principalment en cél-lules en cultiu, on I'ambient cel-lular és controlable i
facilment manipulable. Actualment, s’accepta que la migracié cel-lular és el
resultat d’'un conjunt d’esdeveniments coordinats que inclouen I'extensid
d’'un front d‘avanc en forma de protrusid, lI'establiment de nous punts
d’adhesié, la contraccid del cos cel-lular i finalment la pérdua de les
adhesions a la part posterior de la cél-lula (Figura 110).
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Figura I10. Esquema dels esdeveniments que tenen lloc durant la migracio
cel-lular. (A) Les cél-lules que no estan migrant romanen unides a la matriu
extracel-lular, principalment a través d’integrines. (B) Quan les cél-lules sén
exposades al gradient d'un factor de creixement o citoquina, el factor s’uneix i activa
receptors de membrana i vies de senyalitzacié intracel-lulars que indueixen la
polimeritzacié d’actina localitzada donant lloc a la formacié de protrusions de
membrana en la direccié del gradient. L'establiment de la protrusié de membrana en
el sentit de la migracid i la formacié d’'un domini diferenciat a la part posterior de la
cél-lula és el primer senyal de la morfologia polaritzada. (C) Les extensions de
membrana al front cel-lular s’estabilitzen creant noves adhesions focals que
indueixen la senyalitzacié necessaria per mantenir la migracid i evitar la retraccié del
cos cel-lular. (D) Un cop la cél-lula ha estabilitzat les noves adhesions, té lloc la
retraccié del cos cel-lular. (E) L'Ultim pas de la migracié consisteix en la pérdua de
les unions amb la matriu extracel-lular a la part posterior de la cél-lula. La migraci6
es manté perqué la cél-lula repeteix cicles d’extensié de membrana al front cel-lular i
retraccié de la part posterior.

Una de les caracteristiques principals de la migracié és doncs la
polaritzacié dinamica de la cél-lula i I'extensié de protrusions en la direccid
de la migracié. Aquestes protrusions poden ser en forma de lamelipodis o
spike-like filopodis. El manteniment del fenotip polaritzat requereix la
distribucié asimeétrica de molécules de senyalitzacid, proteines d’adhesio,
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proteines del citoesquelet i molécules implicades en el trafic a través de la
membrana. La polaritzaci6 que té lloc en les cél-lules de fenotip
fribroblastic es caracteritza per I'extensié de protrusions al front cel-lular, la
reorganitzacio del centre organitzador de microtibuls (MTOC) i I'aparell de
Golgi en el sentit de la migracio, i I'estabilitzacié temporal del sistema de
microtubuls al front d'avang, fet que permet que les proteines motores com
la dynein regulin el trafic de membrana de manera dirigida (Kupfer et al.,
1982). Encara que cada un d’aquests processos s'iniciin de manera
independent, resulta critic que tots ells funcionin de manera conjunta. El
procés de polaritzacidé cel-lular també resulta critic en altres processos a
part de la migracid, com per exemple en |'establiment de polaritat apico-
basolateral en cél-lules epitelials i durant I'especificacié dels exons en les
cél-lules neuronals (FiguralIll).

Un gran conjunt de molécules de senyalitzacid intracel-lular s’han
implicat en la polaritzacié cel-lular i la migracié en resposta als estimuls
extracel-lulars, incloent rutes de MAPK, lipid quinases, Ser/Thr i Tyr
quinases i proteines scaffold. A continuacié es resumeixen breument les
principals proteines involucrades en el control de la dinamica del
citoesquelet d’actina.
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Figura I11. Exemples de polaritzacié cel-lular. (A) Els fibroblasts en migracio6
tenen una forma polaritzada amb protrusions en forma de ruffles i filopodis. La fletxa
indica la direccido de la migracié. (B) Les cél-lules epitelials tenen una estructura
polaritzada ja que presenten una zona apical i una zona basolateral diferenciades.
Les unions estretes funcionen com a barreres per la difusié6 de les proteines de
membrana entre el domini apical i el basolateral. (C) Les neurones son ceél-lules
altament polaritzades que contenen dos tipus d’extensions, les dendrites i els axons,
que els permeten rebre, processar i transmetre informacid. Les fletxes blaves
indiquen la direccié de la senyalitzacidé. Adaptat de Fukata et al. (2003).

4.1- Les petites GTPases de la familia Rho

Les Rho family small guanosine triphosphate (GTP)-binding proteins
GTPases (petites GTPases de la familia Rho o Rho GTPases) constitueixen
un subgrup dins de la superfamilia de proteines Ras que inclouen més de
20 membres, entre els que es troben Cdc42, Racl i RhoA (Jaffe and Hall,
2005). Son proteines expressades de manera ubiqua i la seva activitat és
regulada per unié a GTP o GDP. Quan estan unides a GTP, es troben en una
conformacio activada, fet que els hi permet interaccionar i activar les seves
proteines diana i induir una gran varietat de respostes intracel-lulars, la
majoria relacionades amb la regulacié de la dinamica del citoesquelet
d’actina (Bishop and Hall, 2000). Moltes d'aquestes proteines efectores sén
guinases o proteines scaffold que acoblen I'activacié de les Rho GTPases
amb vies de senyalitzacié downstream (Figura 112). A més a més, les Rho

27



Introduccié

GTPases es poden regular les unes a les altres; per exemple, s'ha
demostrat que Cdc42 pot activar Racl (Nobes and Hall, 1995) i que Racl
alhora pot regular negativament d’activitat de RhoA (Nimnual et al., 2003;
Sander et al., 1999). El balang de I'activacié de les Rho GTPases en el
temps i I'espai resulta crucial per multiples processos cel-lulars (Jaffe and
Hall, 2005). A dia d’avui s’han descrit més de 40 proteines efectores de les
RhoGTPases, aixi que tenint en compte la complexitat d’aquesta area, en la
present introduccido ens centrarem Unicament en aquelles proteines que
han estat relacionades amb la polaritzacié i la migracié cel-lular.

GTPase RhoA Cdc42 Racl

NN/

Efector (Citron)(PKN ROCK mDia MRCK N-\NASP PAK PARG IQGAP SRALWAVE p67 phox

\ | }

Polaritat | Adhesic Oxidacié
cel-lular | cel-cel NADPH

Estabilitzacié
F-actin

Polimeritzacié Estabilitzacio aptura
actina mictotdbuls microtibuls

Figura I12. Proteines efectores de les Rho GTPases. Les petites GTPases de la
familia Rho regulen multiples processos cel-lulars, incloent I'organitzacié del
citoesquelet d’actina, la proliferacid i I'expressio génica. Les Rho GTPases més ben
caracteritzades sén RhoA, Cdc42 i Racl. En gris estan representades les proteines
efectores que tenen activitat quinasa. Adaptat de Iden and Collard (2008) i
Raftopoulou and Hall (2004).

En relacié a la participacié de les Rho GTPases en la regulacié de la
polimeritzacié del citoesquelet d’actina, multiples estudis demostren que,
en general, Rho regula l'acoblament dels filaments d’‘actina-miosina,
mentre que Cdc42 i Rac regulen la polaritzacié dels filaments d’actina per
formar filopodis i lamelipodis, respectivament, a la periféria cel-lular (Nobes
and Hall, 1995; Ridley and Hall, 1992). Aixi, les forces contractils induides
per RhoA son antagonitzades per les forces d’adhesié induides per Racl i

28



Introduccié

Cdc42. Tant Rac com Cdc42 es localitzen al front de les cél-lules en
migracié. La funcié primaria de Rac consisteix en generar la forga
propulsiva a través de la polimeritzacié d’'actina localitzada. Cdc42 també
esta implicat en la polimeritzacié d’actina, concretament en la generacié de
filopodis al front de les cél-lules que estan migrant (Nobes and Hall, 1995).
No obstant el paper que juguen els filopodis no esta del tot clar, s’ha
proposat que participen en |'exploracié de I’'entorn extracel-lular, i si bé no
sembla que siguin indispensables per la migracié per se, juguen un paper
clau en el procés de quimiotaxi. Estudis en Drosophila mostren que
mutacions que codifiquen per una forma de Cdc42 inactiva no afecten la
migracio de cel-lules de la glia periférica (Sepp and Auld, 2003). Pero, per
altra banda, s'ha descrit que la generacié de filopodis dependent de Cdc42
en cél-lules de mamifer participa en la determinacié de la direccié de
I'extensid del conus de creixement en neurones (Gallo and Letourneau,
2002; Ridley et al., 2003) i que Cdc42 juga un paper critic al front cel-lular
controlant la direccié de la migracid, ja que l'eliminacié de Cdc42 fa que el
moviment direccional esdevingui aleatori (Allen et al., 1998).

El cicle d'activacid i inactivacié de les Rho GTPases es troba regulat
per tres grups de proteines (Figura 113): i) Guanine nucleotige exchange
factors (GEFs), que promouen l'activacié de les GTPases ja que afavoreixen
l'intercanvi de GDP per GTP; ii) GTPase-activating proteins (GAPs), que
regulen negativament les GTPases; iii) guanine nucleotide dissociacion
inhibitors (DGI), que bloquegen el cicle de les GTPases a través del segrest
de la forma unida a GDP (Moon and Zheng, 2003; Schmidt and Hall, 2002).
Les senyals extracel-lulars poden regular I'activitat de les GTPases a través
de la modificaciéo de les proteines d’algun d’aquests grups nombrats, no
obstant fins al moment sembla que actuen principalment a través de la
regulacié de les proteines GEFs.
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Figura I13. El cicle d’activacio de les petites GTPases de la familia Rho. Les
Rho GTPases ciclen entre una forma activada unida a GTP i una d’inactivada unida a
GDP. Aquests cicle és regulat principalment per proteines GEFs, GAPs i GDIs. Quan
es troben en la seva forma activa, les Rho GTPases s’uneixen a molécules efectores,
que poden ser proteines quinases i proteines scaffold.

4.2- Efectors downstream de les Rho GTPases.

Regulacié de la dinamica del citoesquelet d'actina

Les proteines diana de Rac i Cdc42 que promouen canvis en el
citoesquelet d’actina han estat motiu d’extensos estudis en la ultima
década. La Ser/Thr quinasa p65PAK (PAK) és una de les principals
proteines activades tant per Rac com per Cdc42 en el control de la
dinamica dels filaments d’actina i I'adhesié cel-lular en la migracio cel-lular
(Bokoch, 2003). En el procés de migracié es requereix l'adhesié de la
cél-lula a la matriu extracel-lular, procés regulat principalment per
integrines, per generar les forces de traccid necessaries al front i al cos
cel-lular. La formacié d’aquests complexos d’adhesié ha de ser dinamica, ja
que s’han de crear noves adhesions al front d’avang i desacoblar d’altres a
la part posterior de la cél-lula per permetre que la cél-lula avanci. Les
proteines PAK regulen el turnover de les adhesions focals, juntament amb
les proteines PIX i GIT1, per un mecanisme que actualment resulta
desconegut (Manabe et al., 2002; Obermeier et al., 1998). Per altra
banda, les PAKs també fosforilen i activen les proteines LIM quinases
(LIMKSs), proteines que regulen la polimeritzacié d’actina i I'acoblament dels
microtubuls (Bernard, 2007) a través del control de la cofilina. La cofilina
forma part de la familia ADF/cofilin, un conjunt de proteines implicades en
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la reorganitzacio del citoesquelet d’actina a través de la interaccid directa
amb l'actina monomeérica (G-actina) i I'actina en forma de filaments (F-
actina). L'activitat de la cofilina és regulada reversiblement per fosforilacio
en el residu Ser3 (Arber et al., 1998; Stanyon and Bernard, 1999). Les
LIMKs son responsables de la fosforilacié de la cofilina en aquest residu i de
la seva conseqlient inactivacio ja que la cofilina fosforilada no pot unir-se a
I'actina; mentre que certes fosfatases, com per exemple slingshot (Niwa et
al., 2002), activen la cofilina defosforilant el residu Ser3 (Figura I14 B). La
cofilina activada (defosforilada) promou; i) un increment en la velocitat de
dissociacié dels monomers d’actina de I'extrem pointed (-) dels filaments i,
per tant, afavoreix l’escurgament els filaments d’actina i augmenta la
guantitat de G-actina a la cél-lula; ii) el tall dels filaments d’actina, de tal
manera que augmenta el nimero d’extrems pointed i barbed, efecte que
pot traduir-se en un augment de la polimeritzacié neta ja que suposa un
augment del numero d’extrems que poden polimeritzar (o en una
despolimeritzacié dels filaments en el cas que hi hagi proteines cap-binding
que evitin la polimeritzacié d’aquests nous extrems creats) (Bamburg and
Wiggan, 2002; Carlier et al., 1999; Edwards et al., 1999; Pavlov et al.,
2007) (Figura 114 B). L'activacid localitzada de la LIMK1, i la conseqient
inactivacid6 de la cofilina, per part de factors quimiotactics inhibeix la
despolimeritzacié dels filaments d’actina, afavorint |'estabilitzacio i
I'augment de la xarxa de filaments que dirigeixen les protrusions de
membrana. Diversos estudis realitzats en una gran varietat de tipus
cel-lulars han demostrat que l'alteracié dels nivells d’activacié de les
quinases i fosfatases que regulen la cofilina donen lloc a la reorganitzacio
del citoesquelet d’actina necessaria perquée tingui lloc la migracié cel-lular.
No obstant s’han obtingut resultats contradictoris en relacié a com els
canvis a nivell de l'activitat de la cofilina regulen el procés de migracio
(Huang et al., 2006; Scott and Olson, 2007; Wang et al., 2007), el que
queda clar és que és la ratio del recanvi de la fosforilacié de cofilina el que
resulta crucial en el control dels canvis rapids del citoesquelet d’actina en la
formacié de protrusions de membrana.
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Figura I14. Els filaments d'actina i la cofilina. (A) En estat basal, els filaments
d’actina tenen una llargada estable perqué es manté una proporcid entre
I'ensemblatge de subunitats de G-actina a I'extrem barbed (+) i el desensamblatge a
I’'extrem pointed (-). Els extrems (+) dels filaments d’actina tenen més afinitat pels
monomers d’actina que els extrems (-) i per aixd tendeixen a polimeritzar més rapid.
La hidrolisi de I’ATP unit a l'actina globular es dona als filaments d’actina, fet que
resulta en que en els filaments es poden trobar subunitats que contenen ADP (lila) i
subunitats que contenen ATP (taronja). Aixi, hi ha un flux de subunitats a través del
filament encara que no hi hagi un creixement net del filament. Aquest procés es
coneix amb el nom de treadmilling. (B) Esquema del cicle de fosforilacié de la
cofilina. La fosforilacié de la cofilina en Ser3 per part de LIMK1, entre d’altres
quinases, inhibeix la seva capacitat d’unir-se a F-actina, donant lloc a |'estabilitzacié
de la F-actina. La defosforilacid de la cofilina per part de fosfatases com slingshot
estimula la despolimeritzacié i el tall de F-actina. Adaptat de Huang et al. (2006).
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Les Rho GTPases també modulen directament als membres de la
familia WASP/SCAR/WAVE, proteines scaffold que funcionen com a
reguladors de la polimeritzacié d’actina (Takenawa and Miki, 2001). En el
seu estat activat, aquestes proteines estimulen el complex Arp2/3, que
estimula, juntament amb la cofilina, la polimeritzacié d’actina tant de novo
com a partir dels extrems barbed (+) o de les branques laterals dels
filaments preexistents (Figura 115). S’ha proposat que el complex Arp2/3
resulta critic en la formacid de la morfologia dendritica de I'actina als
lamelipodis (Weaver et al., 2003). WASP/WAVE també es poden unir a
profilina, que actua sinérgicament amb Arp2/3 per incrementar la velocitat
de la polimeritzacié d’actina (Bokoch, 2003; Yang et al., 2000). Cdc42
activa WASP i N-WASP directament, i aquest procés requereix com a
cofactor el lipid PI(4,5)P, (Rohatgi et al., 1999; Rohatgi et al., 2001). Rac
activa indirectament, a través d’'un mecanisme en el que participa el
complex adaptador Nck, la familia de proteines formada per Scar/WAVE
(Eden et al., 2002; Rohatgi et al., 2001).
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Figura I15. Esquema de la polimeritzacié de F-actina. Durant el procés de
polimeritzacié dels filaments d’actina, les subunitats de G-actina amb ATP s’uneixen
amb més preferéncia a l'extrem barbed (+) ja que aquest extrem és de rapid
creixement. Les subunitats d’actina dibuixades de color verd indiquen ATP-actina i
les de color vermell ADP-actina. La cofilina pot induir la polimeritzacié dels filaments
d’actina a través del tall dels filaments preexistents, de tal manera que incrementa
el nimero d’extrems lliures, fet que resulta en un augment de la polimeritzacié de la
fibra d’actina. El complex Arp2/3 activat s’'uneix al lateral dels filament d’actina i
inicia la nucleacié d’un nou filamant. El complex Arp2/3 s’uneix amb més afinitat a
llocs del filament inicial que s’acaben de polimeritzar a partir de I'actina globular que
conté ATP (verd), i la cofilina posa a disposicidé aquests nous filaments induint un tall
dels filaments perqué es formin nous extrems barbed que potenciin la polimeritzacid.
Adaptat de Wang et al. (2007).

La funcié de Rho en les cél-lules en migracié esta relacionada amb
la formacio de les adhesions focals i la contractilitat cel-lular, de tal manera
gue Rho és la principal responsable de la contraccio del cos cel-lular i de la
retraccio de la part posterior de la cél-lula. Una de les proteines diana de
Rho en l'estimulacié de I'acoblament dels filaments d’actina-miosina, i per
tant, de la contractilitat és la Ser/Thr quinasa p160ROCK (ROCK) (Figura
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I12). Rho i ROCK han estat implicades en el despreniment de la part
posterior de la cél-lula durant la migracié de cél-lules aillades com els
leucocits i els macrofags; no obstant, alguns autors han proposat que no
participen en la migracio de cel-lules que es mouen conjuntament (Alblas et
al., 2001; Nobes and Hall, 1999). ROCK en el seu estat activat, de la
mateixa manera que PAK, pot fosforilar i activar la LIMK1, que alhora
fosforila i inactiva la cofilina (Maekawa et al., 1999; Sumi et al., 2001).
També s’ha proposat que ROCK fosforila la fosfatassa de la miosina de tal
manera que la inactiva (Mitchison and Cramer, 1996), fet que ddna lloc a
un increment dels nivells de fosforilacid de la miosina, permetent que
aquesta s’uneixi als filaments d’actina i es generi forca contractil a la part
posterior de la cél-lula en migracié (Kawano et al., 1999), promovent aixi el
moviment del cos cel-lular i facilitant el despreniment de la part posterior
(Mitchison and Cramer, 1996).

L’activitat de Rho al front de la cél-lula en migracié és incompatible
amb la formacié de protrusions de membrana i, per tant, existeixen
mecanismes que inhibeixen la seva activitat al front d‘avang. Un dels
mecanismes proposats és a través de Rac, doncs s’ha demostrat en
multiples linies cel-lulars que la sobreexpressié d'una forma mutant
constitutivament activada de Rac inhibeix la funci6 de Rho (Sander et al.,
1999). Els mecanismes moleculars implicats en aquest procés no es
coneixen amb certesa, no obstant alguns autors han suggerit que és Rac, a
través de PAK, qui inactiva la quinasa encarregada de fosforilar la cadena
lleugera de la miosina (MRCK), fet que ddna lloc a la disminucié dels nivells
de fosforilacié de la miosina i a la retraccié de la part posterior de la cél-lula
(Kiosses et al., 1999; Sanders et al., 1999) (Figura I12). Altres autors han
demostrat que PAK pot fosforilar la cadena lleugera de la miosina
directament (Sells, 1999).

Una altra proteina diana de Rho que cal destacar és la proteina
scaffold mDia. mDia pertany a la familia de proteines que tenen homologia
amb la proteina formina, i ha estat implicada en la nucleacid i la
polimeritzacié dels filaments d’actina tant en Drosophila com en llevats
(Evangelista et al., 2002; Sagot et al., 2002) (Figura I12). La uni6 de Rho-
GTP a mDia canvia la conformacié de mDia i l'activa. mDia coopera amb
ROCK en l'acoblament dels filaments d’actina-miosina, no obstant no es
coneixen amb profunditat els mecanismes moleculars implicats en aquesta
accio (Narumiya et al., 2009).

El control de la dinamica del citoesquelet d’'actina per part les Rho
GTPases també regula altres funcions cel-lulars a part de la migracié com
son la proliferacié cel-lular i la transcripcié génica (Etienne-Manneville and
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Hall, 2002). Breument, en relacio a la participacié de les Rho GTPases en el
control de la proliferacid cel-lular s’ha descrit que RhoA, Racl i Cdc42
regulen processos mitogenics promovent I'avang de les cél-lules a través de
la fase G1 del cicle cel-lular (Olson et al., 1995; Roovers and Assoian,
2003). Cdc42 intervé també en I'establiment de la orientacid del fus mitotic
i estabilitza la unidé del cinetocor a través de l'activacié de la proteina
efectora mDia. D’aquesta manera assegura l'alineament dels cromosomes
a la placa metafasica (Castrillon and Wasserman, 1994; Watanabe et al.,
1997). També s’ha descrit que les GTPases RhoA i RhoD juguen un paper
clau durant el procés de la citocinesis (Takaishi et al., 1995; Yoshizaki et
al., 2003). En el cas de RhoA aquest procés esta mediat per tres proteines
efectores: ROCK, citron i mDia. ROCK fosforila i activa la cadena lleugera
de la miosina, directament i/o a través de la inhibicié de la fosfatasa de la
cadena lleugera de la miosina (Amano et al., 1996; Kosako et al., 1999).
Citron també fosforila la cadena lleugera de la miosina, mentre que mbDia
promou la nucleacio i polimeritzacié de I'actina al solc mitotic (Li and Higgs,
2003; Watanabe and Higashida, 2004; Watanabe et al., 1997) (Figura
I112). Com a conseqliéncia de l'accid d'aquests efectors, es produeix un
increment de la contractilitat de les fibres d’actina-miosina en el solc
mitotic, fet que permet que es separin les cél-lules filles. Per altra banda,
en relacié a la participacié6 de les Rho GTPases en la regulacié de la
transcripcié génica, s’ha descrit que la sobreexpressié de formes activades
de RhoA, Racl i Cdc42 ddna lloc a l'activacidé de vies de senyalitzacidé de
guinases que indueixen l'activacié de INK, de tal manera que es regula
I'activitat del factor de transcripcié c-Jun de manera especifica en funcié del
tipus cel-lular (Coso et al., 1995). Les Rho GTPases també regulen la
transcripcié regulada pels factors SRF (Hill et al., 1995), NK-k (Perona et
al., 1997) (Montaner et al., 1998) i c-Myc (Chiariello et al., 2001). Els
patrons globals d’expressié genica induits per les formes activades de les
Rho GTPases han estat analitzats mitjancant I’Us de microarrays (Teramoto
et al., 2003) i s’ha demostrat que les formes sobre-activades de Racl i
Cdc42 regulen positivament la transcripcié de gens que codifiquen per
proteines d’adhesié cel-lular i components de la matriu extracel-lular; en
canvi, la sobreexpressié d’'una forma constitutivament activada de RhoA
incrementa la transcripcié de gens relacionats amb el cicle cel-lular i de
factors promotors del creixement.

Regulacié del citoesquelet de microtibuls i la polaritat
cel-lular

Els efectes de les Rho GTPases en el control de la dinamica del
citoesquelet d’actina ha aclaparat gran part de I'atencié en els Ultims anys,
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no obstant avui en dia esta totalment consolidat el paper de les Rho
GTPases en la regulacio del citoesquelet de microtibuls (Siegrist and Doe,
2007; Wittmann and Waterman-Storer, 2001). S’ha suggerit que el
citoesquelet de microtibuls no juga un paper essencial en la quimiotaxis a
distancies curtes; no obstant, si que resulta imprescindible per a la
migracio eficient i persistent ja que en aquesta es requereix |'estabilitzacio
de la polaritat cel-lular, i que depén de la reorganitzacié del citoesquelet de
microtubuls.

En els fibroblasts, els extrems (-) dels microtubuls estan ancorats
al MTOC, mentre que els extrems (+) estan dirigits a la periféria cel-lular i
continuament alternen entre dos fases, elongacié i disminucid, procés que
es coneix amb el nom d’inestabilitat dinamica. La inestabilitat dinamica és
la responsable de permetre que els microtibuls s’extenguin fins a dominis
concrets de la periféria cel-lular (Desai and Mitchison, 1997). En cél-lules
gue presenten una morfologia polaritzada, els extrem (+) dels microtubuls
son capturats i estabilitzats al front d’avang, on participen en el transport
direccional de proteines especifiques necessaries per a mantenir la
polaritzacid. Aixi, I'estabilitzacié temporal i localitzada dels microtubuls juga
un paper critic en la polaritzacié cel-lular.

Mdltiples evidéncies indiquen que les Rho GTPases regulen la
dinamica dels microtubuls i, per tant, participen en l'establiment de la
polaritat cel-lular. Rho participa en I'estabilitzacié dels microtubuls a través
de la regulaci6 de la proteina mbDia, que s’uneix directament als
microtubuls i en promou el capping (Palazzo et al., 2001). A més a més,
Ishizati et al. van descriure que la forma activa de mDia indueix |'alineacio
longitudinal dels microtubuls en paral-lel amb els filaments d’actina al llarg
de l'eix longitudinal de la cel-lula (Ishizaki et al., 2001). Rac promou
I’elongacié i estabilitzacié dels microtubuls a través PAK, que fosforila i
inactiva la proteina desestabilitzadora de microtubuls stathmina (Daub et
al., 2001; Kuntziger et al., 2001) (Figura I116).

La Rho GTPasa que classicament s’ha proposat com a element clau
en la definicié i manteniment de la polaritat cel-lular en resposta a factors
extracel-lulars és Cdc42 (Ridley, 2006). S’ha descrit, per exemple, que la
inhibici6 de Cdc42 en macrofags bloqueja la seva habilitat per induir
quimiotaxi a favor del gradient del factor CSF-1, encara que no n’inhibeix la
migracio (Ridley, 2001). Estudis realitzats en neutrofils suggereixen que el
procés d’establiment de I'asimetria i la polaritat cel-lular esta regulat per un
feedback loop que involucra Rac i PIPs3, i que es tracte d‘'un mecanisme
controlat per Cdc42 (Wang et al., 2002). Cdc42 també s’ha descrit que
juga un paper clau en la migracié polaritzada a través del control de la
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reorganitzaciéo del citoesquelet de microtibuls i del centrosoma en la
direcci6 de migracid, fet que facilita la migracié cel-lular a través del
direccionament de les vies encarregades del transport cap al front d’avanc
(Ma and Chisholm, 2002). Cdc42 també regula la polaritzacié cel-lular a
través de la regulacié de la proteina scaffold Par6, la proteina quinasa C
atipica PKCZ, GSK-3B i APC (Figura 116). Par6-PKCZ funcionen com un
complex proteic implicat en la polaritzacié cel-lular que es troba conservat
al llarg de I'evolucié de tal manera que Cdc42 activa PKCC a través de Par6
(Etienne-Manneville et al., 2005; Ohno, 2001). GSK-3B i APC es van
descriure inicialment com els components involucrats en la degradacio de
la B-catenina, no obstant actualment es coneix que estan involucrats en la
regulacié de l'estabilitat dels microtibuls ja que s’ha descrit que APC
s'acumula als extrems dels microtibuls i s’estén a regions de migracio
activada (Nathke et al., 1996), de tal manera que la fosforilacié de APC per
part de GSK-3B disminueix la unié6 de APC als microtlbuls (Zumbrunn et
al., 2001). Etienne-Manneville and Hall van demostrar que aquestes dues
vies de senyalitzacié (Cdc42-Par6- PKCC i GSK-3-APC) estan relacionades,
aixi: Cdc42 activa PKCC a través de Par6 donant lloc a la fosforilacid i
inactivacié de GSK-3B al front d'avancg de les cél-lules en migracio i GSK-3
inactivat permet que APC estabilitzi els microtibuls al front d’avang
(Etienne-Manneville and Hall, 2003; Etienne-Manneville et al., 2005).
Aquesta via de senyalitzacié s’ha demostrat que esta involucrada en la
regulacié de la polaritzacié dels microtibuls i la reorientacié del MTOC en la
direccié de la migracié. Tenint en compte el fet que la inactivacié6 de GSK-
3B es manté aproximadament durant 12 h, s’ha suggerit que la via de
senyalitzaci6  Cdc42-Par6-PKCC-GSK3B-APC  és  important en el
manteniment a llarg termini de la polaritat cel-lular. Alhora, APC interaccina
amb la proteina Asef, un GEF especific de Rac, fet que suggereix la
cooperacié entre Rac i Cdc42 al front d’avang (Kawasaki et al., 2000).
També hi han evidéncies que demostren que APC es pot moure al llarg dels
microtUbuls, possiblement a través de la seva uni6 a la proteina associada
als microtubuls EB1 i el complex motor kinesina/KAP3 (Gundersen, 2002;
Jimbo et al., 2002; Nakamura et al., 2001). El moviment de APC en el
sentit de I'extrem (+) dels microtUbuls en les ceél-lules en migracié s’ha
suggerit que pot servir per localitzar Asef a zones concretes on té lloc la
polimeritzacidé d’'actina dependent de Rac (Bienz, 2002; Jimbo et al., 2002).
Les proteines Par s’han associat principalment a Cdc42, no obstant aixo,
Par3 regula I'activitat de Rac a través de la unid al RacGEF Tiam1, i Par6-
PKCC inhibeix l'activitat RhoA a través e p190RhoGAP (Goldstein and
Macara, 2007). El complex Par3-PKCT juntament amb Tiam1 esta implicat
amb el manteniment de la polaritat cel-lular durant la quimiotaxi de
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queratinocits, localitzant-se al front d’avang on actua estabilitzant els
microtubuls (Pegtel et al., 2007).

Les Rho GTPases necessiten reconéixer els microtibuls i unir-s’hi
per poder-ne regular l'estabilitzacid. Les proteines CLIP-170, EB1 i el
complex dyneina-dynactina participen en la deteccié d’emplagaments per
als microtubuls a la regié cortical. CLIP-170 s’ha descrit que s’acumula als
extrems (+) dels microtubuls i participa en el reconeixement entre els
endosomes i els microtubuls (Pierre et al., 1992). A més a més, CLIP-170
interacciona amb IQGAP1, una proteina efectora de la senyalitzacid de
Cdc42 i Rac que s’uneix a l'actina (Fukata et al., 2002). In vitro, s’ha
demostrat que IQGAP1 s’associa als microtubuls a través de CLIP-170
(Figura I16). Les formes activades de Racl i Cdc42 poden formar un
complex proteic juntament amb IQGAP1 i CLIP-170, de tal manera que es
potencia la interacci6 de IQGAP1 amb CLIP-170 al front d'avang. S’ha
proposat que Racl i Cdc42 marquen dominis especifics a zona cortical on
son dirigits IQGAP1 i CLIP-170, donant lloc a la polaritzacid dels
microtUbuls i a la conseqtient polaritzacio cel-lular (Fukata et al., 2003).

e Racl Cdc42 RhoA
Efector ' PAK 'IQGAP‘ PARGI ":'mDia.:j'
PKCC i ' ]
l (GSK-3B ) ;
Stahmina CLIP-170 APC EB1 )
Elongacio Captura Estabilitzacio
microtibuls  microtlbuls mictotubuls

Figura I16. Les Rho GTPases regulen la polaritzacié cel-lular. Rac activa PAK i
aquesta fosforila i inactiva stathmina, una proteina desestabilitzadora de
microtlbuls. A més a més, Rac i Cdc42 regulen la unid inicial als microtibuls a
través de IQGAP1 i CLIP-170. Cdc42 participa en la polaritzacié del centrosoma i la
dinamica dels microtUbuls a través de I’activacié del complex Par6-PKCC, que ddna
lloc a la inhibicié de GSK-3B i afavoreix I'associacié de APC amb els extrems (+) dels
microtubuls. L’activacié de Rho indueix I'estabilitzacié dels microtibuls a través de
mDia per un mecanisme molecular encara desconegut. Adaptat de Fukata et al.
(2003).
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4.3- La familia de proteines quinases lipidiques PI3K

La familia de proteines quinases lipidiques phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) i els seus productes lipidics regulen la migracié de multiples
tipus cel-lulars a través del reclutament de proteines amb dominis PH a
regions concretes de membrana i indirectament a través de la interrelacio
amb altres vies de senyalitzacid, com és el cas de les Rho GTPases. Les
PI3Ks regulen processos com el manteniment de la polaritat cel-lular i la
definicié del front d’avang cel-lular. S’ha proposat que té lloc un feedback
loop positiu entre la ruta de senyalitzacié de les Rho GTPases i la de PI3K
que integren i amplifiquen la senyalitzacié cel-lular necessaria perque es
dugui a terme una migracié cel-lular eficient (Fenteany and Glogauer,
2004).

Les PI3Ks regulen multiples processos com la supervivéncia, la
proliferacié cel-lular i la migraci6. Les proteines de la familia PI3K es
classifiquen en tres subgrups en base a |'especificitat dels seus substrats i a
I'hnomologia en la seva seqliéncia: classe I (A i B), classe II i classe III
(Vanhaesebroeck et al., 2001) (Figura I17). Les PI3K catalitzen la
fosforilacié de lipids a l'anell d’inositol en posici6 3’ i actuen com a
missatgers secundaris, de tal manera que els efectes de PI3K es
transmeten a través de la unidé i regulacié d’aquests productes lipidics a
una gran varietat de proteines efectores.

Les proteines PI3K de classe IA i IB presenten una gran homologia
estructural i les proteines d’ambdds grups formen heterodimers estables
composats per una subunitat catalitica de 110 kDa i una subunitat
reguladora més petita i utilitzen preferentment in vivo el substrat
PI(4,5)P,. Les PI3K de classe IA s’activen en resposta a receptors tirosina
quinasa i a la senyalitzacié regulada per Ras. S’han descrit tres isoformes
de la subunitat catalitica de les PI3K de classe IA: a i B, que tenen una
distribucié ubiqua, i la d, que presenta un patré d’expressio més restringit.
Les tres isoformes senyalitzen associades a una de les cinc subunitats
reguladores descrites (p85a, p85f, p55a, p55y, p50a) (Figura I17). El grup
de PI3K de classe IB esta format per una Unica isoforma catalitica, p110y,
que es pot unir a les subunitats reguladores p101 o p84 (Suire et al.,
2005), i és activada en resposta a senyals dependents de receptors
acoblats a proteina G (GPCR) i Ras. Les proteines de les classes IA i IB son
els membres de la familia de PI3K que s’han estudiat amb més profunditat
i juntament amb el seu producte lipidic PI(3,4,5)P; han estat implicades en
el control de la migracio i la polaritat en multiples linies cel-lulars (Cain and
Ridley, 2009).
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El subgrup de PI3Ks de classe II esta format per tres isoformes en
mamifers (PI3K-C2a, PI3K-C2B, PI3K-C2y) que es troben associades a
membranes i s’ha proposat que no requereixen una subunitat reguladora
per senyalitzar, si bé si poden formar part de complexos multiproteics (Fry,
2001). Les proteines d‘aquesta classe presenten motius d’hélix
superenrotllada i motius rics en prolines prop de lI'extrem N-terminal que
s’ha suggerit que poden participen en la mediacié d’interaccions proteina-
proteina encara per identificar (Foster et al., 2003). Els membres de la
classe II de PI3Ks s’han implicat en la regulacié de I'adhesié cel-lular i la
reorganitzaciéo del citoesquelet d’actina durant la migracié cel-lular en
diferents tipus cel-lulars (Domin et al., 2005; Maffucci et al., 2005), no
obstant és probable que la seva importancia s’hagi subestimat a
consequéncia de la insuficient i limitada accié de les eines farmacologiques
que existeixen contra aquestes isoformes (Domin et al., 1997; Virbasius et
al., 1996).

El subgrup de classe III esta compost per un sol membre, Vps34, i
aquest requereix la subunitat reguladora pl150 per a la seva activitat.
Vps34 esta involucrat en multiples passos del trafic de membrana pero fins
al moment no s’he li ha adjudicat cap funcié especifica en el procés de
migracié cel-lular (Backer, 2008). En la majoria d’estudis realitzats en
relaci6 a la participacié de PI3K en la migracié cel-lular s’han utilitzat
inhibidors de PI3K d’ampli espectre com és el cas de la wortmanina i
LY294002. Recentment, s’han desenvolupat inhibidors especifics de les
isoformes de la classe I de PI3K que han permés estudiar la contribucié de
cada una de les isoformes en diferents processos cel-lulars (Bilancio et al.,
2006; Knight et al., 2006).
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Figura I17. Les proteines de la familia de PI3K. Representacié esquematica dels
dominis de les subunitats catalitiques de les diferents isoformes de PI3K i informacié
relativa a la subunitat reguladora amb la qual dimeritzen per senyalitzar i el
substrats que utilitzen preferencialment in vivo. CBS, clathrin-dinding site; CC,
domini coiled-coil; p85, domini d’unié a p85; PRD, proline-rich domain; PX, phox
domain; RBD, Ras-binding domain. Adaptat de Cain and Ridley (2009).

El paper de les proteines de la classe IA i IB de PI3K en la
polaritzacié cel-lular, la formacioé de protrusions, I’'adhesio i la migracié han
estat motiu d’estudis extensos, a continuacié es presenten els aspectes
més rellevants.

Participacio de les PI3Ks de classe I en la formacié de
protrusions

Com ja hem comentat anteriorment, perquée tingui lloc la migracid
eficient en resposta a I’'estimulacié amb un factor quimiotactic les cel-lules
s’han de polaritzar i estendre protrusions de manera persistent en la
direcci6 del moviment. Les protrusions es formen al front d’avang de la
cel-lula i es composen normalment de lamelipodis, encara que en alguns
tipus cel-lulars també s’ha demostrat que els filopodis contribueixen a la
migracio (Govek et al., 2005). En l'estudi de les senyals que regulen la
formacid de les protrusions s’ha utilitzat classicament el model cel-lular de
fibroblasts en resposta a l'estimulaci6 amb factors de creixement. En
aquest sentit, la isoforma p110a s’ha implicat en la formacié de protrusions
en cel-lules estimulades amb EGF, mentre que la sobreexpressio de p1108,
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pero no la p110a, s’ha vist que inhibeix la formacié de protrusions (Yip et
al., 2007), fet que suggereix que les diferents isoformes de PI3K tenen
diferents funcions en la resposta a factors de creixement. S’ha proposat
gue la formacié de protrusions de membrana és en molts casos dependent
de l'activitat de Ras, ja que la cinética d’activacié de Ras coincideix amb
I'acumulacié de PI(3,4,5)Ps al front d'avang, i en experiments realitzats
amb siRNAs contra K-Ras s’ha observat que s’aboleix la formacié de
protrusions dependent de EGF. No obstant, cél-lules transfectades amb
siRNAs contra Racl també presenten una motilitat reduida, fet que s’ha
proposat que és deguda a la inhibicié de la formacié d’adhesions regulades
per integrines. Aquestes evidéncies experimentals suggereix que els
membres de la familia de PI3K regulen tant la formacié de protrusions com
d’adhesions, i que aix0 ho fan a través de vies de senyalitzacid que
impliquen Ras i Rac (Yip et al., 2007). També s’ha suggerit que les PI3Ks
regulen la formacié de protrusions a través del control de la proteina
WAVE, ja que p85, una de les subunitats reguladores dels membres de
PI3K de classe IA, interacciona amb WAVE3, proteina implicada en la
formacid de lamelipodis en resposta a PDGF (Sossey-Alaoui et al., 2005).

Participacio de les PI3Ks de classe I en I'adhesio cel-lular

L'adhesié cel-lular és essencial en el procés de migracid, en
particular per l'estabilitzacié de les protrusions a través de la unid al
substrat. S’ha descrit la contribucié de diferents receptors de superficie en
el procés d'adhesidé que té lloc durant la migracié cel-lular i els més ben
caracteritzats son les integrines (Ridley et al., 2003). Les PI3Ks participen
en la regulacié de l'activitat de les integrines (senyalitzacié inside-out) i,
alhora, l'activitat de les PI3Ks també poden ser regulada per part de les
integrines (senyalitzacid outside-in) (Ginsberg et al., 2005). En la
senyalitzacié outside-in, la unié del lligand al domini extracel-lular de les
integrines causa un canvi conformacional en el domini citoplasmatic
d’'aquestes que permet que s’hi uneixin certes proteines. En els fibroblasts,
I'activacié de les integrines ddéna lloc a la formacido d’adhesions focals
(Worth and Parsons, 2008). En aquest sentit s’ha descrit que la proteina
FAK és activada per unié a la regid citoplasmatica d’algunes integrines, fet
que ddna lloc a l'activacido de la tirosina quinasa Src que al seu torn
estimula Rac, a través del GEF per a Rac DOCK180, i PI3K a través de la
via de senyalitzacié de Ras (Cote and Vuori, 2007). En relacié a la
senyalitzacid inside-out, la senyalitzacidé rebuda per certs receptors de
membrana activa vies de senyalitzaci6 que modifiquen el domini
citoplasmatic de les integrines, regulant d’aquesta manera la capacitat
d’unié del lligand del domini extracel-lular. L'activacié inside-out de les

43



Introduccié

integrines s’ha descrit que és regulada sinérgicament per varies vies de
senyalitzacié (Ginsberg et al., 2005) com per exemple per PKC, Rapl i
PI3K (Somanath et al., 2007; Tadokoro et al., 2003; Wegener et al.,
2007). Les PI3Ks participen en la migracié cel-lular dependent d’integrines
a través de la modulacié de la resposta de les GTPases (Han et al., 1998;
Welch et al., 2003). I a la inversa, en certes circumstancies, I'activacio de
Rac ddéna lloc a la formacié de complexos d’integrines al front d'avancg
(Kiosses et al., 2001), incrementant d’aquesta manera la intensitat de la
resposta. Aquests resultats suggereixen que té lloc una situacid de
feedback positiu, ja que el reclutament addicional d‘integrines i la formacid
de noves adhesions promou, al seu torn, un major nivell d’activitat de Rac.
Les evidéncies que demostren funcions especifiques de les PI3Ks en la
senyalitzacié inside-out s’han aconseguit amb estudis realitzats en leucocits
on s’ha descrit que les isoformes & i y de la classe I de PI3K regulen
I'adhesio cel-lular i spreading en diferents tipus de leucocits com macrofags
i monocits (Constantin et al., 2000; Gerszten et al., 2001; Lian et al.,
2005; Sadhu et al., 2003). No obstant, sembla que les efectes de les PI3Ks
son especifics del tipus cel-lular ja que en neutrofils, per exemple, s’ha
descrit que la inhibicié farmacologica de PI3K no té cap efecte en adhesid
ni en spreading (Sadhu et al., 2003).

A mida que la cél-lula es mou endavant, té lloc la desestructuracio
de les adhesions focals de la part posterior de la cél-lula. En cél-lules de
mamifers, aquests procés depén de |'activacio localitzada de Rho a la part
posterior de la cél-lula, que causa la retraccid a través de la regulacié de la
miosina (Ridley et al., 2003), no obstant en certes circumstancies s’ha vist
que Racl també esta implicat en la retraccié de la part posterior (Gardiner
et al., 2002). Les PI3Ks regulen |'activitat de RhoA en la retraccid de la cua
ja que cél-lules endotelials on s’ha reduit I'activitat de PI3Ka, a diferencia
del que passa amb PI3KB, tenen defectes en la migracid i presenten una
cua llarga semblant a una protrusio a la part posterior de la cél-lula, fet que
es correlaciona amb nivells baixos de RhoA (Graupera et al., 2008).

Un cop s’han desestructurat les adhesions regulades per integrines
a la part posterior de la cél-lula, aquestes integrines sén internalitzades a
través de vesicules d’endocitosi i son transportades al front d’avang
mitjangcant un procés regulat per les petites GTPases de la familia Rab
(Jones et al., 2006). La subunitat catalitica de la classe I p110B i la
subunitat reguladora p85a s’associen a Rab5, proteina implicada en la
regulacié de I’endocitosi (Zerial and McBride, 2001). A més a més, també
s’ha descrit que la subunitat p85 regula negativament Rab5 a través de la
seva activitat GAP intrinseca (Chamberlain et al., 2004), fet que implica
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que els membres de la classe I de PI3K afecten directament I'endocitosi de
receptors. En fibroblasts, el reciclatge d’integrines des de la part posterior
de la cél-lula al front d’avanc s’ha descrit que també és regulat per Akt,
una de les dianes principals de la via de senyalitzacié de PI3K (Ridley et al.,
2003).

Participacio de les PI3Ks de classe I en la migracio
coordinada d’un conjunt de cél-lules

La migracié coordinada d'un conjunt de ceél-lules té lloc
principalment durant la morfogénesi de I'embrid en processos com la
gastrulacio i I'organogénesi. No obstant, també s’ha descrit que tenen lloc
processos que impliquen la migracio cel-lular col-lectiva en l'individu adult,
concretament en respostes relacionades amb la reparacié de teixits i la
cicatritzaciéo de ferides (Friedl et al., 2004). L'eficiencia de la migracio
col-lectiva depén dels contactes cel-lula-cél-lula, procés que involucra la
PI3K. S’ha descrit que les PI3Ks sdén reclutades a zones de contactes
cel-lulars durant la formacié de les unions epitelials (Pece et al., 1999), on
regulen la funcié de la cadherina a través de I'activacio de vies de
senyalitzacié de Src, i que tenen un impacte directe en la forga de les
adhesions cél-lula-cél-lula (Gavard et al., 2004; Kovacs et al., 2002;
McLachlan et al., 2007). Aquest procés s’ha suggerit que involucra
I'activacié de Rac per part de PI3K, ja que la reorganitzacié del citoesquelet
d’actina estimulada per E-cadherina depén de l'activacié de Rac i del seu
GEF Tiam1, que és activat per part dels PI(3,4,5)P; (Kraemer et al., 2007;
McLachlan et al., 2007).

En vista de les evidéncies presentades, podem afirmar que les
diferents isoformes de PI3K participen en multiples processos relacionats
amb la migracio cel-lular en diferents tipus cel-lulars, i cada vegada queda
més clar que la contribucié relativa de les PI3Ks en els diferents passos que
tenen lloc durant la migraci6 depenen de l'estat de la cél-lula i de la
combinacié d’estimuls a la que es troba exposada. Fins al moment, la
majoria d’estudis realitzats in vivo s’han concentrat en les isoformes de
classe I, aixi que la futura generacié d’inhibidors i ratolins knock-out per les
isoformes de classe II esperem que permetran obtenir important
informacié sobre la contribucié d’aquests membres en la migracié cel-lular.

4.4- Les p38MAPKs

Les p38MAPKs son una familia de proteines activades en resposta a
una gran varietat de processos, principalment en aquells relacionats amb
I'estrés cel-lular i en la resposta a citoquines inflamatories. El grup de
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p38MAPKs esta format per quatre membres: p38a, p38B, p383d i p38y. De
totes ells, p38a n’és el més ben caracteritzat. La isoforma p38a va ser
identificada en paral-lel per dos grups independents com una quinasa
activada en resposta a estrés cel-lular (Rouse et al., 1994) i a IL-1
(Freshney et al., 1994) que podia fosforilar directament i activar la quinasa
MAPK-activated protein kinase 2 (MAPKAP-2 o MK2), proteina responsable
de la fosforilacié de la heat shock protein Hsp27 (Stokoe et al., 1992). Les
quatre isoformes de p38 s’expressen en la majoria de teixits, no obstant
p38y es troba abundantment expressada en muscul i p383d en testicle,
pancrees, intesti prim i ronyd (Goedert et al., 1997).

Classicament les proteines de la familia de p38 s’han dividit en dos
grups, en funcié de les seves caracteristiques,: un grup esta format per
p38a i p38B, i l'altra per p38d i p38y. p38a i p38B presenten una similitud
en la seqléncia aminoacidica del 75%, mentre que p38d i p38y son un
62% i un 61% idéntiques a p38a respectivament (p38d i p38y presenten
una homologia entre elles del 70% aproximadament). Els dos grups
presenten diferencies en la susceptibilitat a la inhibici6 per SB203580.
Evidéncies experimentals in vivo i in vitro han demostrat que de les quatre
isoformes, Unicament p38a i p38B sbén inhibides per aquest compost
(Cuenda et al., 1997). La base d’aquesta inhibicid selectiva s’explica per la
preséncia, en p38a i p38B, d'un residu de Thr (Thr106) en el lloc d'unié a
I’ATP que pot interaccionar amb un atom de fluor de SB203580 i orientar
linhibidor de tal manera que bloqueja I'entrada de I'’ATP (Eyers et al.,
1998; Gum et al., 1998). p38d i p38y presenten un residu de Met, que
conté una llarga cadena lateral, en la posicié equivalent a Thr106, fet que
evita que l'inhibidor es pugui unir al lloc d’unié a I’ATP. La tercera diferéncia
entre aquests dos grups de MAPKs és en relacié a I'especificitat pels
substrats. S’ha descrit que, per exemple, les proteines Tau (Feijoo et al.,
2005), al-syntrophin (Hasegawa et al., 1999), SAP90/PSD95 (Sabio et al.,
2004) i SAP97/hDlg (Sabio et al., 2005) sén substrats preferencials in vitro
de p38d i p38y; mentre que les proteines MK2 (Goedert et al., 1997), MK3
(Cuenda et al., 1997) i glicogen sintasa (Kuma et al., 2004) sén
fosforilades més eficientment per p38a, p38p.

La ruta de senyalitzacié canonica de les MAPKs consisteix en una
cascades de proteines quinases que s’activen de manera seqiencial en
resposta a un factor extracel-lular i que acaben amb l'activacié per
fosforilacié d’un factor de transcripcié nuclear (Chang and Karin, 2001). La
proteina p38 representa el tercer nivell de la cascada de quinases, és
activada directament per MKK3 i MKK6 (Kyriakis and Avruch, 2001),
guinases que alhora sén activades per les diferents MKKKs en funcié del
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tipus cel-lular i de l'estimul (Gallo and Johnson, 2002), entre les quals
s’inclou TAK1 (Cheung et al., 2003). En el cas de les BMPs no es coneix
amb profunditat el mecanisme molecular d’activaci6 de p38, no obstant
recentment Yamashita et al. han descrit el mecanisme mitjancant el qual
els receptors de TGFB activen la cascada de quinases (Yamashita et al.,
2008). Els autors proposen que la proteina TRAF6 interacciona amb els
receptors de TGFB a través del seu domini C-terminal homoleg a TRAF, fet
gue promou l'associacié de TRAF6 amb TAK1, permetent d’aquesta manera
la ubiquitinacié i activacié de TAK1 per part de TRAF6 i I'activacié de la
cascada de quinases de p38.

Una de les funcions de p38 identificades gracies a I'Us de I'inhibidor
SB203580 és la seva participacié en la migracié cel-lular quimiotactica. La
primera evidéncia experimental al respecte va ser publicada per Rousseau
et al. i descrivia que SB203580 inhibeix la migracié de cél-lules endotelials
estimulades amb VEGF (Rousseau et al., 1997). Posteriorment, s’ha
demostrat que p38a transmet senyals quimiotactiques en una gran varietat
de tipus cel-lulars: la migracié de neutrofils en resposta a fMLP i C5a (Heit
et al., 2002; Heuertz et al., 1999), la migracié de cél-lules de muscul llis
vasculars estimulades amb PDGF, TGFB i IL-1B (Hedges et al., 1999;
Kotlyarov et al., 2002), mastocits tractats amb factors de cél-lules mare
(Ishizuka et al.,, 2001) i cél-lules epitelials estimulades amb
CXCL12/SDF1a, EGF, HGF, PDGF i TGFB (Klekotka et al., 2001; Rousseau
et al., 2006). La participacié de les isoformes de p38 en la transduccié de
senyals quimiotactiques s’han avaluat utilitzant cel-lules derivades dels
ratolins knock-out per les diferents isoformes i els resultats demostren que
Unicament p38a esta involucrada en la regulacié de la migracié cel-lular
(Rousseau et al., 2006). El ratoli deficient per a p38a mor durant
I'embriogénesi per problemes en la formacié de la placenta (Adams et al.,
2000; Mudgett et al., 2000). S’ha proposat que té lloc un defecte en la
invasio del mesénquima de l'al-lantoide a causa d’una alteracié de la
migracio cel-lular que, en part, pot ser deguda a la pérdua parcial de
senyalitzacid pro-angiogénica en resposta a VEGF i HGF (Mudgett et al.,
2000). De fet, p38a s’activa en situacions d’hipoxia, una condicidé que
indueix l'expressi6 de VEGF, que podria contribuir al defecte en la
senyalitzacié angiogénica descrit en el ratoli knock-out per a p38a (Pages
et al., 2000).

En relaci6 a les dianes de p38a en el control de la migracio
cel-lular, els primers treballs publicats descriuen que l'activitat de p38a a
través de la fosforilacié de hsp27 per part de MK2 esta involucrada en
reorganitzacié del citoesquelet d’actina necessari per a la migracio cel-lular
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(Hedges et al., 1999; Piotrowicz et al., 1998; Rousseau et al., 1997). El
paper de MK2 en aquesta via de senyalitzacid6 es va confirmar amb
resultats obtinguts amb cél-lules derivades del ratoli knock-out per a MK2,
on es va demostrar que la migracié de cel-lules de muscul llis vasculars,
fibroblasts i macrofags es trobava compromesa (Kotlyarov et al., 2002;
Rousseau et al., 2006). Experiments amb els ratolins knock-out per a
MSK1 i MSK2, que també soén proteines quinasa diana de p38a, demostren
que aquestes no estan implicades en la migracid cel-lular (Rousseau et al.,
2006). En la majoria de models estudiats, MK2 regula la dinamica del
citoesquelet d’actina a través de la fosforilacid i inactivacié de hsp27, una
proteina cap-binding dels filaments d’actina (Benndorf et al., 1994; Miron
et al., 1991). La proteina MK2 també regula la polimeritzacié dels filaments
d’actina a través de la modulacié de dos altres substrats: CAPZIP i LIMK1.
CAPZIP interacciona amb la proteina cap-binding CapZ i és fosforilada per
MK2 i, encara que fins al moment encara no s’ha demostrat la participacié
de CAPZIP en la migracié cel-lular, s’ha proposat que en el seu estat
fosforilat, CAPZIP regula la funcié de CapZ en la polimeritzacio de les fibres
d’actina (Eyers et al., 2005). Recentment s’ha descrit que la LIMK1 és
fosforilada per MK2 en resposta a VEGF en cél-lules endotelials (Kobayashi
et al., 2006).

La proteina p38a també regula la migracié cel-lular a través de la
proteina caldesmon, proteina involucrada en l'acoblament dels filaments
d’actina a través de la unié a actina i miosina. S’ha descrit que caldesmon
és fosforilada downstream de p38a en cél-lules de muscul llis estimulades
amb uPa i que la seva activitat resulta critica en la migracié de cel-lules
endotelials (Mirzapoiazova et al., 2005). Per altra banda, també s’ha
proposat que p38a controla la migracid a través de la regulacié de paxillin,
proteina integrant de les adhesions focals. S’ha descrit que paxillin és
fosforilada en el residu Ser83 per part de p38a en cél-lules PC12
estimulades amb NGF (Huang et al., 2004) i, malgrat que encara no s’ha
demostrat que la fosforilacid de paxillin en Ser83 sigui essencial en la
migracio cel-lular, s’ha suggerit que aquest podria ser un mecanisme pel
qual p38a regula la migracio.

Per altra banda, p38a regula l'angiogénesi, la invasid i la motilitat
cel-lular a través de la regulaci6 a nivell transcripcional de les
metaloproteases de matriu MMPs. La inhibici6 de [I'activitat de p38a
bloqueja I'expressié de MMP-9 per un mecanisme dependent del factor de
transcripcié AP-1 en cél-lules de carcinoma huma escumds estimulades
amb PMA (Simon et al., 1998). En cel-lules implicades en |'angiogénesi,
com cel-lules endotelials i macrofags, s'ha proposat que p38a juga un
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paper similar. En macrofags RAW estimulats amb LPS, p38a activa AP-1 i
aquest regula I'expressio de MMP-9 (Woo et al., 2004), procés que també
s’ha demostrat en monocits estimulats amb TNF-a (Nguyen et al., 2006).
En cél-lules endotelials, I'estrés mecanic indueix I’'expressi6 de MMP-9 de
manera dependent de p38a i Erk1/2 (Sun et al., 2007). Resulta interessant
que l'expressio de MMP-9 es correlaciona amb el grau de severitat de
I’'aterosclerosi (Rugina et al., 2007), fet que augmenta linterés clinic
d’aquest mecanisme d’accié de p38. Contrariament al que passa amb MMP-
9, la regulacié de MMP-2 en cél-lules endotelials sembla ser més dependent
de Erk1/2 que no pas de p38 (Boyd et al., 2005; Werle et al., 2002).

Multiples estudis doncs demostren la importancia de p38a en la
transmissié de senyals quimiotactiques en processos fisiologics com la
migracié o l'angiogénesi. A més a més, el coneixement en aquesta area
planteja la possibilitat de controlar |'activitat de p38a i els seus substrats
en situacions on l'alteracié de la motilitat dona lloc al desenvolupament
d’'una patologia, com és el cas del creixement tumoral (degut a una
alteracié de I'angiogénesi), la invasio i la metastasi.
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Figura I18. Vies de senyalitzacio dependents de p38 involucrades en la
migracié cel-lular. Alguns factors quimiotactics i de creixement activen MKK3/6 a
través de la fosforilacid de varies possibles MKKKs, com TAK1. MKK3/6 activades
fosforilen p38, que al seu torn activa MK2/3 i indueix la fosforilacié de hsp27, fet que
resulta en la reorganitzacié del citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular. MK2/3
també pot fosforilar LIMK1, i p38 pot activar paxillin, caldesmon, CAPZIP i estimular
I’'expressié de varies MMPs. Les linies de color taronja indiquen vies de senyalitzacid
que s’han suggerit perdo que falten evidéncies experimentals que demostrin que
I'activacido de les proteines en questio afecta directament la migracié cel-lular.

50



Hipotesi i Objectius

HIPOTESI I OBJECTIUS

L'objectiu principal d’aquest projecte de Tesi Doctoral és definir i
caracteritzar noves funcions cel-lulars regulades per BMP-2, aixi com
identificar els mecanismes moleculars implicats en aquest procés.

La nostra hipotesi de treball és que BMP-2 afavoreix la migracio
cel-lular a partir de la induccié de la polaritzacié dinamica de les cél-lules a
través d'un mecanisme molecular implicat en la reorganitzacié del
citoesquelet d’actina.

La linea cel-lular mioblastica C2C12 s’han utilitzat com a model
cel-lular per estudiar la hipotesi plantejada. Els objectius especifics es
detallen a continuacid; alguns d’ells van ser formulats durant el procés de
treball d'acord amb les dades obtingudes i als resultats publicats per altres
grups.

i) Definir la participaci6 de BMP-2 en la regulacié6 de la migracid
cel-lular.

ii) Analitzar els canvis en l'ordenament del citoesquelet d’actina de
cél-lules estimulades amb BMP-2.

iii) Identificar els mecanismes moleculars implicats en els efectes de
BMP-2 en la dinamica del citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular.
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MATERIALS I METODES

1. Tecniques de biologia molecular

1.1- Transformacio de plasmidis de DNA

Per preparar cél-lules competents es va utilitzar el métode descrit
per Cohen (Cohen et al., 1972). Les bactéries competents utilitzades foren
de la soca JM109 de Escherichia coli.

Les cél-lules competents es descongelaren en gel, es va afegir 50
ng de DNA a 100ul de cél-lules i es mantingué en gel 20 min. Les cél-lules
s'incubaren 90 seg a 42°C, es posaren en gel 5 min, i després de
resuspendre-les en 300 pl de medi LB (Luria-Berani) sense antibiotic es
van deixar en agitacié 45 min a 37°C. Finalment, les cél-lules es sembraren
en plaques de medi LB-agarosa amb lI’antibiotic adient (ampicil-lina 100
pg/ml o kanamicina 30 pg/ml) i es van cultivar durant tota la nit a 37°C.

Els estocs glicerol de les bactéries transformades es van preparar
afegint glicerol a una concentracié final del 15% al cultiu bacteria i es van
congelar immediatament a -80°C.

1.2- Purificacio de DNA plasmidic

El DNA es va obtenir i purificar dels cultius bacterians seguint les
indicacions del proveidor utilitzant Wizard® Plus Miniprep DNA Purification
System (Promega) per purificacions a petita escala i Plasmid Maxi Kit
(Quiagen) per purificacions a gran escala. El DNA purificat es va mantenir
en TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7.5-8.0) per a ser utilitzat en
experiments de transfeccié de cél-lules en cultiu.
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Taula 1. Llista de plasmidis d’expressio utilitzats

Plasmidi

Descripcid

Referéncia

pCdc42N17-GFP

Cdc42 T17N, forma dominant
negativa

Cdc42 T17N, forma dominant

pCdc42N7 negativa
o Dr. X. R. Bustelo
pCdc42QL Cdc_42 Q61L, forma constitutivament IBMCC, Salamanca
activa
pCdc42wt Cdc42 natiu
pCdc42wt-GFP Cdc42 natiu

pEGFP Enhanced GFP BD Biosciences
PGEX-cofilina- per produir proteina en bactéries Dra. O. Bernard
GST SVI, Melbourne

pGEX-PAK1-BD-
GST

per produir proteina en bacteries

Dr. X. R. Bustelo
IBMCC, Salamanca

phsp27-AA

forma no fosforilable

phsp27-EE

forma constitutivament activa

Dr. J. Landry

Centre de recherche en
cancérologie de I'Université Laval,
Québec

pmyc-Pak1-HL

Pak1-H83,86L, forma
constitutivament activa

pmyc-Pak1-PID

PID(aa83-149), forma dominant
negativa per competicid

Dr. G. Bokoch

The Scripps Research Institute, La
Jolla, CA

pRacQL

Rac Q61L, forma constitutivament
activa

pRacwt

Rac natiu

Dr X. R. Bustelo
IBMCC, Salamanca

Els plasmidis dels que no s’indica referéncia van ser produits al propi laboratori.
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2. Tecniques de cultiu cel-lular

2.1- Cultiu cel-lular, transfeccio i siRNA

Les cél-lules es van créixer a 37°C, en una atmosfera al 5% de CO,
i una humitat relativa del 70-80%. S’utilitza el medi de cultiu Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Biological Industries) complementat amb L-
glutamina (2 mM), antibiotics (penicil-lina 100 U/ml i estreptomicina 100
phg/ml) i sérum fetal bovi (FBS, Live Technologies) al 10%. Les linies
cel-lulars utilitzades es mostren a la Taula 2:

Taula 2. Llista de linies cel-lulars utilitzades

Linea cel-lular Tipus Procedéncia  Referencia
cel-lular
cac12 mioblasts ~ embriode  prec
ratoli
CO0S-1 ronyd mono ATCC
epitelial
HeLa derivadade 5 ATCC
carcinoma
de cérvix
Swiss 3T3 fibroblasts ~ €mPriode  arec
ratoli
Dr. B. Vogelstein
. carcinoma N The John Hopkins Medical
HCT116 1 HCT 5-18 de colon huma Institutions, Baltimor, MA
» Dr. A. Nebreda
MEFs p38a-/- i MEFswt fibroblasts S0 9€ ¢SIC, Madrid
Dr. M. Gaestel
MEFs MK2-/- i| MEFs wt flprobla_s:.ts embrio de Institut fi Physiologishe Chemie,
d’embrio ratoli Hannover

Les linies cel-lulars HeLa i COS-1 es van utilitzar perquée presenten
una eficiéncia de transfeccid molt alta i perqué permeten la replicacid
episomica dels plasmidis transfectats, incrementant aixi I’'expressié de les
proteines d’interés. Aquestes linies cel-lulars es van transfectar de forma
transitoria utilitzant PEI (polietilenimina). Les cél-lules es van sembrar un
dia abans de la transfeccid en plaques de 6 pous. Es va diluir el DNA en
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NaCl 150 mM i es va afegir la mescla al PEI diluit en NaCl 150 mM, es va
incubar durant 10 min a temperatura ambient i posteriorment es va afegir
a les cel-lules, a les quals préviament haviem substituit el medi de cultiu
estandard per medi OPTIMEM (Invitrogen). Després de 4 h, es va afegir
FBS a una concentracio final del 10%.

La linea cel-lular C2C12 es va transfectar de forma transitoria
utilitzant Lipofectamine LTX (Invitrogen), un metode basat en liposomes,
seguint les instruccions del proveidor. Les cél-lules es van sembrar un dia
abans de la transfeccid. Els complexes lipid-DNA es van incubar 20 min a
temperatura ambient i posteriorment es va afegir a les cél-lules, a les quals
préeviament haviem substituit el medi de cultiu estandard per medi
OPTIMEM (Invitrogen). Després de 6 h, es va substituir el medi per DMEM-
10%FBS.

Tots els experiments realitzats amb cél-lules transfectades es van
realitzar 24 h post-transfeccio si no s’especifica una altra cosa.

Per a eliminar l'expressi6 de BMPRII es van utilitzar dos siRNA
duplex contra I'RNA missatger de BMPRII (Dharmacon, Lafayette, CO),
I'eficiéncia dels quals ja havia estat comprovada anteriorment per altres
grups (Yu et al., 2005). Les sequéncies nucleotidiques utilitzades foren (5’
a3’):

BMPRII siRNA 1: GCACAUAGGUCCCAAGAAALtt
BMPRII siRNA 2: GGGAGCACGUGUUAUGGUCtt

Per a transfectar el siRNA es va utilitzar Lipofectamine 2000
(Invitrogen), un métode basat en liposomes, seguint les instruccions del
proveidor. Cél-lules C2C12 es van sembrar un dia abans de la transfeccid
en plaques de 24 pous. 40 pmol de siRNA en forma duplex (juntament amb
un plasmidi que codifica per GFP per a controlar I'eficiencia de transfeccid)
es van incubar juntament amb els lipids durant 20 min a temperatura
ambient i posteriorment es va afegir a les cel-lules, a les quals préviament
haviem substituit el medi de -cultiu estandard per medi OPTIMEM
(Invitrogen). Després de 6 h, es va substituir el medi per DMEM-10%FBS.

Els assaigs per mesurar els nivells de BMPRII es van realitzar 48 h
post-transfeccio. Els assaigs per mesurar la migracié i els canvis en la
dinamica del citoesquelet d’actina induits per BMP-2 es van realitzar 72 h
post-transfeccid, ja que 48 h després de la transfeccié es van depleccionar
les cél-lules de FBS durant 16 h.
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Taula 3. Inhibidors i productes especifics utilitzats

Producte Concentracio Descripcid Proveidor
LY294002 10 PM-15 pM II,rI‘g:?'dOr de I'activitat Calbiochem
Inhibidor especific de Merck-Serono
AS702630 1uM
H PI3Ka (Ruckle et al., 2004)
TGX-155 1M Inhibidor especific de Merck-Serono
PI3KB (Jackson et al., 2005)
Merck-Serono
Inhibidor especific de ]
1C87114 1 uM PI3K3 (Billottet et al., 2006;
Sadhu et al., 2003)
AS252424 1M Inhibidor especific de Merck-Serono
PI3Ky (Pomel et al., 2006)
SB203580 5 M -10 pM gé'b'dor de l'activitat Calbiochem
3 nM
(30 pM en " Mt
BMP-2* I'assaig de gl;c;tiglr;es Morfogenetica R&D Systems i Wyeth
migracio
quimiotactica)
3 nM
(30 pM en T At
BMP-7* lassaig de I?Orsc;ti:lr;es Morfogenética R&D Systems
migracio
quimiotactica)
Noggin 0.6 pg/ml Inhibidor de BMPs R&D Systems
EGF* 20 ng/ml Factor de creixement R&D Systems

epitelial

(*) En tots els casos en que es va estimular les cél-lules amb BMP-2, BMP-7 i EGF, les cél-lules

es van depleccionar préviament de FBS 16 h si no s’especifica el contrari.

2.2- Generacio de clons estables induibles

Es van generar clons de cel-lules C2C12 que expressaven de forma
induible (per tractament amb tetraciclina) BMPRIIwt o la forma truncada
BMPRII (T803fs) amb I’'epitop de 6XHis.

La linia cel-lular C2C12-tTA es va obtenir transfectant de forma

estable el plasmidi tTA en ceél-lules C2C12 i els clons es van aillar
seleccionant amb 2.5 ug/ml puromicina (Sigma) seguint el protocol Tet-Off
descrit per Chambard i Pognec (Chambard and Pognonec, 1998).
Posteriorment, aquests clons es van transfectar amb pTISN-BMPRII o
pTISN-BMPRII(T803fs) i es van obtenir nous clons seleccionant amb 800
Hg/ml G418 (Sigma). La concentracié de tetraciclina utilitzada en tots els
experiments va ser de 100 ng/ml.
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Figura M&M1. Esquema del meétode d’obtencié de clons estables. (A)
Estratégia de seleccio de la linia cel-lular primaria. El promotor que respon a
tetraciclina regula I'expressié d’un casset de resisténcia a puromicina, fet que permet
a les cel-lules créixer en abséncia de tetraciclina i preséncia de puromicina. (B)
Construccid utilitzada per la seleccié de la linia cel-lular secundaria. El gen d’interés
(BMPRIIwt o BMPRII(T803fs)) esta clonat en un plasmidi que conté un casset de
resisténcia a G418 i un promotor que respon a tetraciclina. Adaptat de Chambard
and Pognonec (1998).

3. Técniques de manipulacié de proteines

3.1- Expressio en bactéries de proteines fusionades a
GST

El plasmidi pGEX-PAK1-BD-GST es va utilitzar per produir la
proteina PAK1-BD-GST, que es va utilitzar en assajos de GST-pull down per
a avaluar els nivells de Cdc42 activat (GTP-Cdc42). El plasmidi pGEX-
cofilina-GST es va utilitzar per produir proteina cofilina-GST, que es va
utilitzar com a proteina substrat en els assajos quinasa in vitro per estudiar
I'activitat LIMK1.
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Els plasmidis d’expressid pGEX van ser transformats en la soca
JM109 de Escherichia coli. Aquest protocol es base en el fet que els vectors
d’expressié de la série pGEX tenen un promotor induible que controla
I'expressi6 de la proteina d’interés quan s’addiciona isopropyl-B-D-
thiogalactoside (IPTG) al medi de cultiu bacteria. La induccié amb 0.3 nM
IPTG es va realitzar durant 3h a 37°C. Els pelets bacterians es van
resuspendre en solucié de lisis (0.1% Tritd X-100 en PBS, 1 mM PMSF, 5
pg/ml pepstatina, 5 pg/ml leupeptina, 2 pg/ml aprotinina, 100 pg/ml
benzamidina) i es van sonicar realitzant 3 polsos de 10 seg. Els lisats
cel-lulars es van centrifugar 15 min a 15,000xg a 4°C. Posteriorment les
proteines expressades es van purificar per afinitat d'unié a glutathione-
Sepharose™ 4B beads (Amersham) durant 1 h en rotacié orbital a 4°C i
posteriorment van ser eluides utilitzant 20 mM glutatié reduit en 50 mM
Tris-HCI pH 7.5. Les proteines purificades van ser dialitzades en agitacid a
4°C tota la nit en una solucié de PBS i 10% glicerol. La concentracié de la
proteina obtinguda es va determinar per tinci6 amb solucié Blau de
Coomassie (0.25% Brillant Blue R (Sigma), 45% metanol, 10% acid aceétic)
dels gels SDS-PAGE comparant amb una corba patré de concentracié de
BSA.

3.2- Preparacio d’extractes cel-lulars

Per a preparar extractes cel-lulars totals i extractes cel-lulars per
immunoprecipitacid, les cél-lules es van rentar dues vegades amb PBS fred
i es van lisar en gel amb solucid de lisis NP-40 (40 mM Tris-HCl pH 7.5, 150
mM NaCl, 0.2% NP-40, 10% glicerol, 10 mM NaF, 10 mM B-glicerol fosfat,
200uM Na3VO,, 1 mM PMSF, 5 pg/ml pepstatina, 5 pg/ml leupeptina, 2
pg/ml aprotinina, 100 pg/ml benzamidina). Els volums de solucié de lisis
utilitzats foren 100 pl i 500 pl per pou de placa de MW6 i per placa de 100-
mm de diametre, respectivament. Immediatament després, es van
escrapejar les cel-lules i els extractes cel-lulars crus es van clarificar
centrifugant 10 min a 15,000xg a 4°C.

Per preparar extractes cel-lulars per a experiments de purificacié de
proteines amb I'epitop GST, es van lisar les cél-lules amb solucié MLB, Mg
2* lysis wash buffer, (25 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 10
mM EDTA, 1 mM Nas3VO,), es van escrapejar les cél-lules i posteriorment es
van clarificar centrifugant 10 min a 15,000xg a 4°C.

Per preparar extractes cel-lulars per a experiments de purificacié de
proteines amb I'epitop 6Xhis, es van lisar les cél-lules amb solucié Ni°*

59



Materials i Métodes

beads pull down que contenia 10 mM imidazol (que competia amb I'anell
d’histidina), 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5% NP-40, 10 mM
NaF, 10 mM pB-glicerol fosfat, 200pM Na3VO,, 1 mM PMSF, 5 ug/ml
pepstatina, 5 pg/ml leupeptina, 2 wpg/ml aprotinina, 100 pg/ml
benzamidina. Es van escrapejar les cél-lules i posteriorment es van
clarificar centrifugant 10 min a 15,000xg a 4°C.

La concentracié de proteina es va determinar utilitzant un assaig
colorimetric (BCA Protein Assay Kit, Pierce) seguint les instruccions del
proveidor.

3.3- Purificacié de proteines fusionades a GST

Per a realitzar els assaigs de GST pull-down en cél-lules COS-1
transfectades amb els plasmidis que codifiquen per les diferents formes de
Cdc42 i Rac es va partir d’'una placa de 100-mm de diametre confluent per
cada condicid i es va realitzar I'experiment 24 h post-transfecccié. En els
casos en que s’indica estimulaci6 amb BMP-2, les cél-lules es van
depleccionar 16 h de FBS préviament a |'addicié del 3 nM BMP-2 durant els
temps indicats.

En els assajos de GST pull-down utilitzant cel-lules C2C12 per
detectar els nivells endogens de Cdc42 i Rac activat es va partir de dues
plaques de 100-mm confluents per cada condicié. Després de depleccionar
16 h de FBS les cél-lules, es va procedir a estimular-les amb BMP-2 3 nM
els temps indicats.

Els extractes cel-lulars clarificats es van incubar amb 20 pg de la
proteina de fusié produida en bactéries PAK1-PBD-GST. Les proteines
unides es van purificar incubant les mostres amb glutathione-Sepharose™
4B beads (Amersham) durant 1 h en rotacid orbital a 4°C i es van rentar 4
vegades amb solucié MLB freda. Les mostres es van resoldre en gels SDS-
PAGE i es van analitzar per immunoblot.

3.4- Immunoprecipitacio

Després de clarificar els extractes cel-lulars, es van incubar
quantitats equivalents de proteina (500-700 pg) juntament amb 1 ug
d’anticos especific durant 16 h a 4°C. Posteriorment els immuno-complexes
es van incubar amb proteina A unida a sefarosa i proteina G unida a
sefarosa (Amersham) durant 2 h en rotacié orbital a 4°C i es van rentar 4
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vegades amb solucié de lisis NP-40. Les mostres es van resoldre en gels
SDS-PAGE i es van analitzar per immunoblot.

3.5- Purificacio de proteines marcades amb His

Després de clarificar els extractes cel-lulars, es va afegir al
sobrenedant un 10% de resina d’afinitat de Niquel-agarosa, préviament
equilibrada amb solucio de lisis, i es va incubar durant 2 h en rotacioé orbital
a 4°C. Posteriorment les proteines amb I’'epitop 6Xhis unides a la resina es
van rentar 4 vegades amb solucidé de lisis. Les mostres es van resoldre en
gels SDS-PAGE i es van analitzar per immunoblot.

3.6- Assaig quinasa

Per a realitzar els assaigs quinasa, en primer lloc es va
immunoprecipitar la proteina endogena l'activitat de la qual es volia
estudiar amb I'anticos adequat tal i com s’explica a I'apartat
d'immunoprecipitaciéo. Després d’incubar els immuno-complexes amb
proteina A unida a sefarosa i proteina G unida a sefarosa (Amersham) i
rentar-los quatre vegades amb la solucié de lisis NP-40, es van fer dos
rentats amb solucié quinasa (50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl2, 10 mM NaF, 1 mM Na3Vv04, 5% glicerol, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)
abans d’incubar el pelet amb 50 pl de solucié quinasa que contenia 5 UM
ATP, 5 uCi [y-32P] ATP i 5 pug myelin basic protein (MBP) (Sigma) pels
assajos d’activitat de la Pak 1 i Pak 4 endogenes o GST-cofilina produida en
bactéries pels assaigs d’activitat de la LIMK1 endogena. Després de 20 min
a 30°C, les reaccions es van aturar afegint solucié Laemmli 4X (0.3 M SDS,
0.25 M Tris-HCI pH 6.8, 40% glicerol, 0.06% blau de bromofenol, 0.1% -
mercaptoetanol) i bullint les mostres 10 min a 95°C. Les mostres es van
resoldre en gels SDS-PAGE i es van transferir a membrana. La incorporacio
de 3°P es va detectar per autoradiografia de les membranes i les
quantificacions es van fer utilitzant el Bio-Rad Molecular Imager software.
Posteriorment les membranes van ser analitzades per immunoblot.

3.7- SDS-PAGE i Western blot

Els extractes proteics es van tractar en condicions reductores i
desnaturalitzants amb solucié Laemmli 4X, bullir a 95°C durant 10 min i
resoldre en gels SDS-PAGE de diferent percentatge d’acrilamida en funcié
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del pes molecular de la proteina a detectar a 40 mA en solucié
d’electroforesi (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2 M glicina, 0.1% SDS). Les
proteines es van transferir a una membrana (PVDF, Millipore) a 400 mA
durant 1 h a 4°C en solucié de transferéncia (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2 M
glicina, 20% metanol). Les membranes transferides es van bloquejar
durant 2 h a temperatura ambient amb 5% llet desnatada en TBS-T.
Després de fer tres rentats de 10 min amb TBS-T, les membranes es van
incubar 1 h amb l'anticos secundari adequat conjugat a peroxidasa de rave
picant (1:3,000-1:5,000; Amersham) diluit en 5% llet desnatada en TBS-T.
Després de quatre rentats de 10 min amb TBS-T, les proteines es van
detectar per electroquimioluminiscéncia utilitzant el kit ECL™ Western
blotting detection reagents (Amersham). El revelat es va dur a terme
contactant les membranes amb pel-licules fotografiques (Kodak) i utilitzant
liquids tradicionals de revelat i fixat.

L'estimacié quantitativa de les proteines es va realitzar per analisis
densitometric dels films mitjangant el programa Quantity One. Els resultats
so6n sempre expressats com a unitats arbitraries (relacié entre la intensitat
ajustada de la banda corresponent a la proteina d’estudi i de la proteina
normalitzadora).
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Taula 4. Llista d’anticossos primaris utilitzats.

. o, Mida banda . .
Anticos Dilucio Origen  Proveidor
(kDa)
Akt 1:1000 60 conill Sigma
Akt-P(Ser473) 1:1000 60 conill Cell Signaling
BMPRII 1:200 120 cabra  Santa Cruz
Biotechnology
BD
Cdc42 1:250 22 ratoli Transduccional
Laboratories
GFP 1:1000 27 ratoli  Molecular
Probes
hsp27-P(Ser86) 1:1000 25 conill Invitrogen
LIMK1 1:1000 70 conill Cell Signaling
LIMK1- . . . .
P(Thr508)/LIMK2(Thr505) 1:1000 72 conill Cell Signaling
MK2 1:1000 47/49(P) conill Cell Signaling
MK2-P(Thr334) 1:1000 49 conill Cell Signaling
p38a 1:1000 43 conill Cell Signaling
p38y 1:1000 46 conill Cell Signaling
. Santa Cruz
P38p3 1:1000 38 cabra Biotechnology
P38% 1:1000 43 conill Cell Signaling
p38-P(Thr180/Tyr182) 1:1000 40 conill Cell Signaling
Pak 1 1:1000 68 conill Cell Signaling
Pak1-P(Thr423)/ Pak2- 61-67(Pak1) . N
1:1000 conill Cell Signalin
P(Thr402) 68-74(Pak2) gnaling
Pak 4 1:1000 72 conill Cell Signaling
Pak4-P(Ser474)/ Pak5- 72(Pak4)
P(Ser602) / Pak6- 1:1000 82(Pak5) conill Cell Signaling
P(Ser560) 90(Pak6)
i . Upstate
Rac1l 1:1000 22 conill Biotechnology
Smad1-P(Ser463/465) 1:1000 60 conill Cell Signaling
Tubulina 1:1000 ratoli Sigma

Els anticossos es mantenien diluits en 5% (w/v) BSA en TBS-T a 4°C.
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4. Tecniques citoquimiques: tincié de F-actina

Les cél-lules es van sembrar en plaques de 12 pous sobre
cobreobjectes de 12-mm de diametre (Marienfeld). Després de fer els
tractaments cel-lulars adequats, les cél-lules es van fixar amb 4% PFA en
PBS 30 min, es van fer dos rentats amb PBS, es van permeabilitzar amb
0.2% Tritd X-100 en PBS 4 min i es van bloquejar amb 2% BSA en PBS 45
min. Per visualitzar els filaments d’actina, les cél-lules es van incubar amb
lpg/ul fal-loidina, una toxina que s’uneix a l‘actina organitzada en
filaments, conjugada a TRITC (Sigma) durant 20 min protegit de la llum i
després de fer tres rentats amb PBS i un Gltim rentat amb H,O miliQ, les
mostres es van muntar sobre portaobjectes utilitzant medi de muntatge
mowiol i les mostres es van analitzar entre 12 i 24 h després.

En les experiments de visualitzacié del citoesquelet d’actina en
cél-lules transfectades amb les diferents formes de Cdc42 i en els
experiments amb els siRNAs de BMPRII, les cél-lules es van co-transfectar
amb un plasmidi que codificava per la proteina GFP per poder identificar les
cél-lules transfectades.

Per a realitzar els experiments de desestructuracié del citoesquelet
d’actina es va utilitzar la Citocalasina D (citoD), un metabolit d’origen
fungic capag d‘unir-se als filaments d‘actina i impedir-ne la seva
polimeritzacié i elongaci6. Després de depleccionar les cél-lules de FBS 16
h, es van incubar amb 2 pM CitoD (Sigma) durant 20 min, es van fer cinc
rentats amb medi sense FBS per eliminar la CitoD i les cél-lules es van
deixar recuperar en preséencia o abséncia del factor motiu d’estudi segons
esta indicat al peu de les figures corresponents. Les preparacions es van
analitzar als Serveis Cientifico-Técnics de la Unitat de Biologia del Campus
de Bellvitge, Universitat de Barcelona. Les imatges d’epifluorescéncia es
van visualitzar utilitzant el microscopi Confocal Espectral Leica, model TCS-
SL. Per a realitzar les quantificacions del percentatge de cél-lules que
presentaven fibres d’estrés, aixi com les que presentaven acumulacions
d’actina cortical, es van prendre fotos amb |‘objectiu 20x i posteriorment
les imatges es van analitzar amb el programa Irfan View. Es van
quantificar un minim de 8 camps de cada mostra de tres experiments
independents.
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5. Estudis funcionals
5.1-Assaigs de migracio cel-lular

Assaig de migraciéo quimiotactica

Per a analitzar la funci6 de BMP-2 com a agent inductor de la
migracié quimiotactica es va realitzar I'assaig de migracié quimiotactica
utilitzant el sistema de Camera de Boyden. El sistema consisteix en un
transwell que conté dos compartiments separats per una membrana amb
porus. Les cél-lules es sembren al compartiment superior i el factor
guimiotactic motiu d’estudi es dilueix al medi del compartiment inferior de
tal manera que es crea un gradient de concentracid a través de la
membrana. El moviment cel-lular direccional a través del filtre es mesura
després d’un periode d’incubacié menor que el temps que tarda el gradient
a desaparéixer.

Transwell

Compartiment superior
- Cel-lules
Membrana amb porus

Compatiment inferior

Figura M&M2. Representacié esquematica del sistema de la Camera de
Boyden. El sistema consisteix en dos compartiments separats per una membrana de
porus a través dels quals poden migrar les cél-lules (transwell). El compartiment
inferior conté una solucié amb el factor quimioatrient, de tal manera que es crea un
gradient per difusié al compartiment superior que conté les cél-lules. El gradient que
es genera indueix la migracié de les cél-lules a través dels porus de la membrana
fins al compartiment inferior.

Es van utilitzar plaques de 24 pous amb transwells que contenien
una membrana de policarbonat de 6.5 mm de diametre amb porus de 8 pm
(Corning, Cultek, ref. 15-3422). Les membranes es van recobrir amb 0.5%
gelatina en PBS (Gelatin from porcine skin, Type A, Sigma) durant 2 h a
Iincubador de linies cel-lulars, es van rentar amb abundant PBS i es van
bloquejar amb 5% BSA en PBS durant 16 h a 4°C. Una aliquota de 5x10*
cél-lules C2C12 depleccionades 16 h de FBS es van tripsinitzar i
homogeneitzar amb una agulla d’1 ml (25 Gauge), es ven resuspendre en
100 pl, es van sembrar al compartiment superior del transwell i es van
deixar adherir durant 2 h a lI'incubador. En els experiments en que es va fer

65



Materials i Métodes

I'assaig amb cél-lules transfectades, les cel-lules es van sembrar a la
membrana 24 h post-transfeccid. Per identificar les cél-lules transfectades,
es van cotransfectar plasmidis que codificava per la proteina motiu d’estudi
fusionada a GFP i en aquells casos en que no es disposava de la construccid
fusionada amb GFP es va cotransfectar juntament amb el plasmidi d’interés
petites quantitats d’'un plasmidi que codifica per la proteina GFP.
Seguidament es va afegir el compartiment inferior 620 pl de 1% BSA en
DMEM sense FBS amb 30 pM BMP-2 o 30 pM BMP-7 en funcié de
I'experiment. Després de 2 h a l'incubador es va eliminar el medi del
transwell, es va rentar la membrana amb PBS i es van fixar les cél-lules
amb 4% PFA en PBS durant 30 min. Es van retirar les cel-lules que no
havien migrat passant per la cara superior de la membrana un palet de les
orelles humitejat amb PBS. Per a poder visualitzar les cel-lules que havien
migrat es va tenyir la membrana amb 5 pg/ml de iodur de propidi en PBS 5
min. Després de rentar la membrana amb abundant PBS es van prendre
imatges al microscopi de fluorescencia invertit Leica DM IRB2 amb una
camera acoblada Olympus DP70 (amb el software Viewfinder 1.0). La
migracié cel-lular es va analitzar contant el nimero de cél-lules totals en 8
camps escollits a |'atzar per a cada mostra amb |‘objectiu 100x.

Assaig de ferida

Per a analitzar la funci6 de BMP-2 com a agent inductor de la
migracié varem realitzar I'assaig de ferida. Les cél-lules es van créixer fins
a arribar a confluéncia en plaques de 24 pous, es van mantenir 16 h en
0.1% FBS en DMEM i es van incubar amb 10 pg/ml mitomicina C (Sigma)
durant 2 h per tal d’eliminar el possible efecte de la proliferacié. En aquells
experiments en que es va realitzar la ferida en preséncia de cicloheximida,
aquesta es va afegir 30 min abans de realitzar la ferida a una concentracio
de 1 pg/ml i es va mantenir durant tot I'experiment.

Per a fer la ferida a la monocapa de cel-lules confluents es va
eliminar el medi dels pous i es va tracar una linea amb una punta de
plastic per a micropipeta de tal manera que quedava una zona
depleccionada de cél-lules. Es va rentar les cél-lules amb DMEM sense FBS
per eliminar les cél-lules desenganxades i la ferida es va deixar recuperar a
I'incubador en preséncia de diferents factors segons I’experiment en medi
1%BSA en DMEM. Per analitzar I'evolucio de la ferida es van prendre fotos
a diferents temps amb el microscopi invertit de contrast de fase Leica DM
IRB2 amb una camera acoblada Olympus DP70. En aquells casos en que es
va realitzar I'assaig amb ceél-lules transfectades, I'experiment es va realitzar
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minim 24 h post-transfecciéo i en tots els casos es va transfectar un
plasmidi que codificava per GFP per identificar les cél-lules transfectades o
es va utilitzar una construcci6 que codifica per la proteina d’interés
fusionada a GFP.

Els resultats es mostren com el percentatge de |'area envaida i es
va mesurar com el percentatge d’area envaida en relacié a |'area inicial de
la ferida. El tractament de les imatges per a mesurar les arees es va
realitzar amb el programa Image J.

Els experiments d’assaig de ferida time-lapse es van realitzar amb
el Confocal Espectral Leica model TCS-SL acoblat a la camera marca PeCon
amb control de temperatura i CO,.

5.2- Assaig d'adhesio i spreading

Per a realitzar els assaigs d'adhesid i spreading, cél-lules C2C12 es
van depleccionar de FBS 16 h, es van tripsinitzar i es va eliminar la tripsina
fent dos rentats per centrifugacié de 2 min a 1,000xrpm. Posteriorment es
van mantenir les cél-lules en suspensié durant 1 h a 37°C en 1% BSA en
DMEM. Es van sembrar 38,000 cél-lules per pou en plaques de 12 pous que
contenien cobreobjectes de 12-mm de diametre (Marienfeld) que
préviament s’havien gelatinitzat submergint-los en 1% gelatina en PBS
durant 2 h a 37°C. Les cél-lules es van deixar adherir en preséncia o
abséncia de 3nM BMP-2 durant diferents temps. Finalment es va rentar
vigorosament els cobreobjectes per eliminar aquelles ceél-lules que no
s’haguessin adherit, es van tenyir les cél-lules amb fal-loidina acoblada a
TRITC i es van muntar les preparacions tal i com s’'ha explicat
anteriorment. Les mostres es van analitzar al microscopi de fluorescéncia
NIKON Eclipse 800 i les imatges es van prendre amb la camera Diagnostic
Instruments model SPOT JR (amb el software Spot Advanced). Per mesurar
I'adhesio cel-lular, es va quantificar el nimero de cél-lules totals en 8
camps per a cada mostra escollits a |'atzar amb [|‘'objectiu 20x. Per
examinar el procés de spreading, es va quantificar el percentatge de
cél-lules spread visualitzades amb la fal-loidina en 8 camps per a cada
mostra escollits a I'atzar amb |’‘objectiu 40x.
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6. Analisi estadistic

Els resultats estan presentats com la mitja + error estandard (ES).
Les diferéncies es van considerar significatives a valors de p<0.05:
*p<0.05, **p<0.001 i ***p<0.0001.
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RESULTATS

1. BMP-2 estimula la migracié cel-lular quimiotactica

Les BMPs juguen un paper clau en la regulaci6 de la migracio
cel-lular durant la morfogénesis embrionaria (Dudas et al., 2004; Goldstein
et al., 2005; Kishigami and Mishina, 2005). Malgrat s’han publicat alguns
treballs en relacié a la participacié de BMPs en la regulacié de la migracid
de progenitors mesenquimals i osteoblasts (Fiedler et al., 2002; Lind et al.,
1996; Sotobori et al., 2006), els mecanismes moleculars mitjancant els
quals les BMPs regulen aquests processos sén poc coneguts. Tenint en
compte aquests precedents, ens varem proposar estudiar la participacié de
BMP-2 en la regulacié de la migracio de les cél-lules mioblastiques C2C12.

Per a assolir aquest objectiu es van analitzar en primer lloc els
efectes de BMP-2 en la migracié cel-lular mitjancant 'assaig de ferida.
Aquest assaig consisteix en realitzar una ferida en una monocapa de
cél-lules confluents de tal manera que es deplecciona de cél-lules una zona
i s'analitza si en preséncia del factor motiu d’estudi dita zona és repoblada
més eficientment en comparaci6 amb la situacié control en abséncia del
factor. Es van depleccionar les cél-lules C2C12 de FBS, es van fer les
ferides, i aquestes es van deixar recuperar en abséncia o preséncia de
BMP-2. Per a seguir I’'evolucié del tancament de les ferides, es van prendre
imatges periodicament fins a 24 h. L'analisi en detall de les imatges preses
a temps curts mostraven com, tant en preséncia com en abséncia de BMP-
2, al cap de 30 min de fer la ferida les cél-lules del limit de la ferida, que
inicialment presentaven un aspecte arrodonit i retret, adoptaven una
morfologia polaritzada i 1 h després ja es podia diferenciar clarament un
front cel-lular d'avang organitzat. Aquestes observacions indiquen que la
linia cel-lular C2C12 presenta la capacitat d’adoptar un fenotip polaritzat
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molt evident, fet que la fa una linia cel-lular idonia per a ser utilitzada en
aquest tipus d’assaig (Figura R1 A). L'analisi de I'evolucié de la ferida a
temps més llargs mostra que en preséncia de BMP-2 la ferida era
repoblada més eficientment, suggerint que BMP-2 estimula la migracio
cel-lular (Figura R1 B). Per a quantificar |'efecte observat, es va determinar
el percentatge d’'area envaida en relacié a lI'area inicial de la ferida a partir
de les imatges preses als diferents temps. La quantificacid va confirmar el
que ja s’intuia qualitativament a partir de la observacié de les imatges, en
preséncia de BMP-2 la ferida es tancava més rapid (Figura R1 B grafica),
resultat que suggereix que BMP-2 actua com a agent inductor de la
migracio cel-lular.
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Figura R1. BMP-2 indueix la migraciéo de les ceél-lules C2C12. (A) Imatge
representativa del fenotip polaritzat i la formacié del front de migracié que mostren
les cél-lules C2C12 1 h després d’haver realitzat la ferida a una monocapa cel-lular
confluent. (B) Imatges representatives de contrast de fase de monocapes confluents
de cel-lules C2C12 on s’ha realitzat la ferida i s’ha deixat recuperar les cel-lules en
preséncia o absencia de BMP-2. L'analisi quantitatiu de |'area envaida es va obtenir
de minim tres camps fotografiats obtinguts d’'un minim de quatre experiments
independents i representen la mitja + ES.

En un primer intent de caracteritzar els mecanismes mitjangant els
quals BMP-2 indueix la migracio cel-lular observada, es va realitzar I'assaig
de ferida en preséncia de cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica,
i Nno es van observar canvis en la capacitat de BMP-2 d’induir un increment
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de la migracié cel-lular en comparacié amb la situacié control (resultats no
mostrats). Aquest resultat suggereix que l'efecte de BMP-2 observat és
independent de la transcripcio i, per tant, de la sintesis proteica de novo.
De la mateixa manera, es van tractar les cél-lules amb mitomicina C, un
inhibidor irreversible de la sintesis de DNA, i no es van observar canvis en
la capacitat de BMP-2 d’accelerar el tancament de la ferida, indicant que
I'augment de la migracié cel-lular induit per BMP-2 no era degut a un efecte
del BMP-2 en la regulacié de la proliferacid cel-lular (resultats no mostrats).

Per tal d’aprofundir en la descripcié de la migracié cel-lular induida
per BMP-2, es va analitzar si la migracid observada tenia caracter
guimiotactic. Per aix0 es va realitzar I'assaig de migracié quimiotactic in
vitro utilitzant el sistema de la Camera de Boyden, una aproximacio
experimental que permet estudiar la capacitat d‘un factor d‘induir el
moviment cel-lular unidireccional en el sentit del gradient de concentracio
del factor. La quantificacid del niumero de cél-lules que havien migrat a
través de la membrana de porus cap al compartiment inferior, revelava que
en presencia de BMP-2 migraven un 70% més cel-lules en comparacié amb
la situacidé control (Figura R2). Aquest resultat demostra que BMP-2 té la
capacitat d’induir la migracioé cel-lular direccional en la linia cel-lular C2C12,
confirmant aixi el resultat obtingut en l'assaig de ferida, i @ més a més
aporta nova informacié sobre el tipus de migracié induida, tractant-se
d’una migracié quimiotactica a favor de gradient de concentracid.
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Figura R2. BMP-2 indueix la migracié quimiotactica de les cél-lules C2C12.
(A) Cél-lules C2C12 depleccionades de FBS 16 h es van sembrar al compartiment
superior dels transwells, la membrana dels quals havia estat préviament
gelatinitzada. Es van deixar adherir les cél-lules 2 h, es va afegir el medi DMEM-
1%BSA amb o sense BMP-2 al compartiment inferior i es van deixar migrar les
cél-lules durant 2 h. Posteriorment es van retirar les cél-lules que no havien migrat i
es van fixar i tenyir amb iodur de propidi les cél-lules que havien migrat a través de
la membrana de porus. Es mostren imatges representatives de les cél-lules que
havien migrat. (B) Analisi quantitatiu de la migracié en vuit camps triats a I'atzar en
tres experiments independents. Els valors corresponen a la mitja £ ES (*p<0.001,
test t de Student)
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Basant-nos en els evidents canvis observats en la morfologia de les
cél-lules estimulades amb BMP-2 en l'assaig de ferida, es va analitzar la
possible participacié de BMP-2 en processos que depenen de la mobilitzacié
dels citoesquelet d’actina tals com |'adhesid cel-lular i el spreading. Per a
avaluar la participaci6 de BMP-2 en el procés d’adhesié cel-lular, es van
tripsinitzar cél-lules C2C12 depleccionades de FBS, es van contar i sembrar
en cobreobjectes gelatinitzats. Després de deixar adherir les cél-lules en
preséncia o abséncia de BMP-2 durant diferents periodes, les cél-lules no
adherides es van eliminar. Es va contar el nimero de cél-lules adherides en
les diferents condicions i, paral-lelament, es va analitzar el percentatge de
cel-lules adherides que presentaven una morfologia estesa, procés que es
coneix amb el nom de spreading. Es va considerava que les cel-lules
arrodonides i refringents eren cél-lules adherides que encara no havien
iniciat el procés de spreading, mentre que es van considerar cél-lules
spread aquelles que no tenien caracter refringent i presentaven una forma
irregular i/o protrusions de la membrana cel-lular (Figura R3 A). A la Figura
R3 B es mostra el niumero relatiu de cél-lules adherides 30 min després
d’haver-les sembrat en preséncia de BMP-2 i en la condicid control.
Després de 30 min, de la mateixa manera que en la resta de temps
estudiats, no es van detecten diferéncies en el nimero de cél-lules
adherides. En relacié a la participacié de BMP-2 en el procés de spreading
cel-lular, tampoc s’observen diferéncies significatives als temps estudiats.
No obstant, tal i com es mostra a la Figura R3 C, després de deixar adherir
les cél-lules durant 30 min, en preséncia de BMP-2 s’intueix un lleuger
augment del percentatge de cel-lules fent spreading, malgrat no és
estadisticament significatiu.
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Figura R3. BMP-2 no participa en els processos d’adhesié i spreading en
cel-lules C2C12. (A) Imatge representativa de l'aspecte que presentaven les
cél-lules incubades amb fal-loidina acoblada a TRITC analitzades amb I'objectiu 20x,
per contar el numero de cél-lules adherides, i amb l'objectiu 40x, per a analitzar el
percentatge de cél-lules spread. Els asteriscs marquen cél-lules adherides no spread i
les fletxes senyalen cél-lules spread. (B) Histograma que mostra el numero de
cél-lules C2C12 adherides després de 30 min de ser sembrades en preséncia o
abséncia de BMP-2 en vuit camps escollits a l'atzar de tres experiments
independents amb |'objectiu 20x. Els valors corresponen a la mitja £ ES (p=0.36,
test t de Student). (C) Analisi quantitatiu del percentatge de cél-lules spread 30 min
després de ser sembrades en preséncia o abséncia de BMP-2 en vuit camps escollits
a l'atzar de tres experiments independents amb I'objectiu 40x. Els valors
corresponen a la mitja £ ES (p=0.25, test t de Student).

Els resultats mostrats indiquen que BMP-2 indueix la migracio
cel-lular quimiotactica, no obstant no quedaven clars els mecanismes
mitjancant els quals BMP-2 exerceix dits efectes doncs no s’han observat
diferéncies en els primers estudis realitzats en relacid a processos que
impliquen mobilitzacié del citoesquelet d’actina com sén |'adhesio i el
spreading.

74



Resultats

2. BMP-2 indueix canvis en lI'ordenament del citoesquelet
d’actina

La migracio cel-lular és un procés altament regulat que involucra la
mobilitzacié del citoesquelet d’actina (Ridley et al., 2003). La resposta
inicial de la cel-lula a un agent quimiotactic consisteix en la polaritzacio i
extensid de protrusions en la direccid de la migracié. En I'assaig de ferida
haviem observat que les cél-lules estenien protrusions cap a |'espai obert,
fet que ens va dur a profunditzar en |'estudi dels canvis que tenien lloc en
I'ordenament del citoesquelet d’actina de les ceél-lules estimulades amb
BMP-2.

Les cel-lules C2C12 en estat basal presenten abundants filaments
d’actina organitzats en fibres d’estrés que resulten visibles quan es
tenyeixen les cel-lules amb fal-loidina associada a un fluorocrom i es
visualitzen utilitzant un microscopi de fluorescéncia. Per a estudiar si BMP-2
estava modulant I'organitzacié del citoesquelet d’actina es van estimular
cel-lules C2C12 amb BMP-2 i es va analitzar la organitzacio dels filaments
d’actina. Tal i com s’observa a la fila superior de la Figura R4, BMP-2
indueix una rapida mobilitzacié del citoesquelet d’actina. Després de 30
min d’estimulaci6 amb BMP-2 s’observava |'aparicié d’acumulacions
d’actina cortical a la periféria de les cél-lules, caracteristica que resultava
més evident al cap de 60 min. Paral-lelament, es va analitzar si BMP-2
induia un efecte similar a la linia cel-lular COS-1, ceél-lules que presenten
una distribucié basal dels filament d’actina molt diferent a les abundants
fibres d'estrés de les C2C12. L’estudi utilitzant les cél-lules COS-1,
mostrava que BMP-2 induia en aquesta linia cel-lular la formacid
d’acumulacions d’actina cortical d'un aspecte molt similar a I'observat en
les C2C12 (Figura R4 fila inferior). Aquests resultat indiqguen que BMP-2
modula l'ordenament dels filaments d’actina de diferents tipus cel-lulars i
independentment de la organitzacié basal que presenten.
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Figura R4. BMP-2 indueix canvis en la organitzacié dels filaments d’actina.
Cél-lules C2C12 i COS-1 van ser estimulades amb BMP-2 els temps indicats. Els
filaments d’actina van ser visualitzats amb fal-loidina conjugada a TRITC utilitzant el
microscopi de fluorescéncia. Les fletxes senyalen protrusions d’actina. La barra
correspon a 20 pm.

Amb el proposit danalitzar amb més profunditat els efectes de
BMP-2 en la dinamica del citoesquelet d’actina, es va dissenyar una
metodologia per a que resultessin més evidents els canvis induits per BMP-
2. Aquesta és basava en la observacié que el citoesquelet dactina de les
C2C12 esta organitzat formant robustes fibres d’estrés, fet que dificultava
I'estudi dels canvis en l'organitzacié dels filaments d’actina. La idea era
desestructurar de forma transitoria el citoesquelet d‘actina utilitzant
citocalasina D (citoD), i posteriorment deixar recuperar les cél-lules en
preséncia de BMP-2. En primer lloc es va avaluar si la disrupcié dels
filaments d’actina afectava la senyalitzacié mitjancada per BMP-2
mitjangant l'analisi de l'estat de fosforilacié de la proteina Smadl en
cél-lules tractades amb citoD, i tal i com es mostra a la Figura R5 A no es
van observar canvis significatius, fet que demostrava que el tractament
amb citoD no alterava la capacitat de BMP-2 d’activar rutes de
senyalitzaci6. Com es pot observar a la Figura R5 BiC, els estudis
citoquimics mostraven que el tractament amb citoD modifica completament
la distribucié dels filaments d’actina caracteristica de les C2C12 en forma
d’abundants fibres d’estrés, estructures que es recuperaven casi
completament al cap de 90 min, moment en que les cél-lules presentaven
un aspecte molt semblant al seu estat basal.
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Figura R5. El tractament amb CitoD indueix la despolimeritzaci6 reversible
del citoesquelet d’actina. (A) Cél-lules C2C12 es van tractar amb citoD 20 min, es
van realitzar abundants rentats per eliminar la citoD del medi i es van deixar
recuperar les cél-lules en medi de depleccié 1 h en preséncia o abséncia de BMP-2.
Es van preparar lisats cel-lulars i aquests es van analitzar per western blot amb
anticos anti-Smad1-P(Ser463/465) i posteriorment es va reincubar la membrana
amb anti-tubulina. (B) Cél-lules depleccionades de FBS 16 h (Control) tractades amb
citoD 20 min (CitoD) es van deixar recuperar en abséncia de BMP-2 durant els temps
indicats. Els filaments d’actina es van visualitzar mitjancant la tincié amb fal-loidina
conjugada a TRITC tal i com s’explica a I'apartat de Materials i Métodes. La barra
correspon a 20 pm. (C) Analisi quantitatiu del percentatge de cel-lules que
presentaven fibres d’estrés en imatges preses als temps indicats. Els valors
corresponen a la mitja £ ES de minim 200 cél-lules obtingudes en diferents camps
en cinc experiments independents.

Posteriorment, es va desestructurar el citoesquelet d’actina de les
cel-lules de manera reversible amb citoD i es van deixar recuperar en
preséncia de BMP-2. L'analisi de les imatges mostra que al cap de 1 h, més
del 70% de les cél-lules presentaven acumulacions d’actina cortical i no es

77



Resultats

detectaven fibres d’estrés (Figura R6 AiB). L'estudi a temps més llargs
mostrava que les protrusions d’actina resultaven evidents fins a les 2 h i
després les cél-lules recuperaven les abundants fibres d’estrés (Figura R6
C). En conjunt, aquest resultats indiquen que BMP-2 indueix un efecte
rapid i transitori en la dinamica del citoesquelet d’actina.

Figura R6. BMP-2 indueix la formacié de protrusions d’actina en cél-lules
C2C12. (A) Imatges representatives de cél-lules C2C12 tractades amb citoD i
recuperades en preséncia o abséncia de BMP-2. Els filaments d’actina van ser
visualitzat mitjancant la tincié de les cél-lules amb fal-loidina conjugada a TRITC. La
barra correspon a 20 pm. (B) Analisi quantitatiu de les cél-lules que presentaven
protrusions d’actina després de ser tractades amb citoD i recuperades en preséncia o
abséncia de BMP-2. Els valors corresponen a la mitja £ ES de minim 200 cél-lules en
diferents camps en cinc experiments independents. (C) Imatges representatives de
cél-lules C2C12 depleccionades de FBS (Control), tractades amb citoD (citoD) i
deixades recuperar en preséncia de BMP-2 els temps indicats. Els filaments d’actina
van ser visualitzats amb fal-loidina conjugada a TRITC utilitzant el microscopi de
fluorescéncia. Les fletxes senyalen protrusions d’actina. La barra correspon a 20 pm.
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Segons el paradigma de senyalitzacid de les BMPs, la ruta s'inicia
amb la unié del factor a un receptor heterodiméric composat per dos
receptors amb activitat serina/treonina quinasa, denominats de tipus I i
tipus II. Una vegada s’ha format el complex entre els receptors i el lligand,
el receptor de tipus II fosforila al receptor de tipus I, i aquest propaga la
senyal fosforilant les R-Smads, molécules de senyalitzacid intracel-lular de
la familia Smad. Les R-Smads fosforilades es dissocien del receptor i
s’associen amb un membre de la mateixa familia anomenat Co-Smad o
Smad4 per tal de translocar al nucli i regular els seus efectors
transcripcionals especifics. Tenint en compte aix0, en una primera
aproximacio per elucidar els possibles mecanismes moleculars mitjangant
els quals BMP-2 regula la mobilitzacié dels filaments d'actina i la migracio
cel-lular es va analitzar la possible participacié de les proteines de la familia
Smad en els efectes descrits.

En primer lloc es va analitzar si el mediador comlU Smad4 estava
involucrat en la reorganitzacio del citoesquelet d’actina induida per BMP-2.
La delecié dirigida de Smad4 en la linia cel-lular HCT116 ddéna lloc a la
generaciéo d'un clon anomenat HCT 5-18 que té abolida la resposta
transcripcional dependent de TGFB i BMPs (Lopez-Rovira et al., 2002; Zhou
et al., 1998). La linia cel-lular parental i el clon delecionat per Smad4 es
van estimular amb BMP-2 i se’'n van visualitzar els filaments d‘actina. Com
es mostra a la Figura R7 B, el tractament amb BMP-2 indueix la formacié
d’acumulacions d’actina a la periféria cel-lular en ambdds tipus cel-lulars,
fet que suggereix que la reorganitzacié del citoesquelet d’actina estimulada
pel tractament amb BMP-2 és independent de Smad4 i, per tant, de la
resposta transcripcional dirigida per les proteines de la familia Smad.

Resultats d’altres grups han implicat Smad7, un inhibidor de la ruta
de senyalitzacié de Smads, en la regulacié per part de TGFB de la dinamica
dels filaments d’actina en cél-lules de carcinoma de prostata (Edlund et al.,
2004) i en cél-lules Swiss3T3 (Vardouli et al., 2005). No obstant, els
nostres resultats indiquen que en cél-lules C2C12, la sobreexpressio de
Smad7 no afectava l'organitzacié basal del citoesquelet d’actina ni
s’observaven diferéncies en la capacitat del BMP-2 d’induir la formacié de
protrusions d’‘actina (Figura R7 C). Els resultats mostrats fins al moment
fan pensar que les proteines de la familia de les Smads no estan implicades
en els efectes de BMP-2 a temps curts descrits sobre la dinamica del
citoesquelet d’actina.
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Figura R7. Les proteines de la familia Smad no estan implicades en els
efectes de BMP-2 en la reorganitzacioé dels filaments d’actina. (A) Lisats totals
de cél-lules HCT116 i del clon deficient en Smad4 (HCT 5-18) van ser analitzats per
western blot amb anticossos anti-Smad4 i anti-Smad1l. (B) Cel-lules HCT116 i del
clon deficient en Smad4 (HCT 5-18) es van estimular amb BMP-2 i els filaments
d’actina es van visualitzar amb fal-loidina conjugada a TRITC utilitzant el microscopi
de fluorescencia. Les fletxes senyalen protrusions d’actina. La barra correspon a 20
pgm. (C) Cel-lules C2C12 es van transfectar amb un plasmidi que codifica per Smad7
juntament amb un plasmidi que codifica per la proteina GFP per a reconéixer les
cél-lules transfectades. 24 h post-transfeccid, es van depleccionar les cél-lules de
FBS, es van tractar amb citoD i es van deixar recuperar en preséncia o abséncia de
BMP-2 durant 1 h. Els filaments d’actina van ser visualitzat amb fal-loidina conjugada
a TRITC utilitzant el microscopi de fluorescéncia. Es mostra I'analisi quantitatiu del
percentatge de cél-lules que presentaven protrusions d’actina. Els valors corresponen
a la mitja £ ES de minim 200 cél-lules obtingudes en diferents camps en dos
experiments independents.
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3. Cdc42 participa en la regulacié per part de BMP-2 de la
reorganitzacio del citoesquelet d’actina i la migracioé cel-lular

Els efectes de les BMPs a través de la senyalitzacié per la via de les
Smads ha estat subjecte d’analisis extensos. No obstant, la senyalitzacié de
les BMPs per vies independents de les de Smads ha estat menys estudiada,
especialment aquelles que tenen lloc en periodes de temps curts i que, per
tant, no involucren una resposta transcripcional. En cél-lules C2C12, hem
demostrat que BMP-2 afecta I'organitzacié del citoesquelet d’actina induint
I'acumulacié d’actina cortical pero, de la mateixa manera que océrrer amb
altres factors de creixement, les vies de senyalitzacié implicades en aquest
procés sén poc conegudes.

Les proteines classiques implicades en la mobilitzacié del
citoesquelet d’actina sén les petites GTPases de la familia Rho, que
inclouen Rho, Rac i Cdc42 (Raftopoulou and Hall, 2004). La participacio de
les Rho GTPases en l'organitzacié del citoesquelet d’actina ha estat
ampliament estudiada en les ceél-lules fibroblastiques Swiss3T3. En aquest
model, s’ha descrit que Rho regula la formacié de fibres d’estrés (Ridley
and Hall, 1992), mentre que Rac i Cdc42 regulen la formacié de lamelipodis
i filopodis respectivament (Nobes and Hall, 1999). Tenint en compte aixo,
es va analitzar si les Rho GTPases estaven involucrades en la regulacié de
I'organitzacid dels filaments d’actina per part de BMP-2 utilitzant el model
cel-lular de les Swiss3T3.

Les cel-lules Swiss3T3 en estat quiescent presenten pocs filaments
d’actina organitzats (Figura R8). L'estimulacio amb BMP-2, a la mateixa
concentracido a la qual observavem |'aparicié de protrusions d’actina en
C2C12, induia en les Swiss3T3 la rapida aparicié de llargs spikes enriquits
en filaments d’actina semblants a filopodis, un fenotip associat a I'activacio
de Cdc42 (Nobes and Hall, 1999). Aquestes estructures ja eren visibles a
temps curts i resultaven molt evidents després de 30 minuts d’afegir el
BMP-2. Al cap de 120 minuts, les cél-lules recuperaven el seu aspecte basal
perd encara es podien detectar alguns filopodis. Paral-lelament, com a
control, es van estimular cél-lules amb EGF, factor que ha estat descrit que
activa Rho i indueix la formacié de fibres d’estrés (Mancini et al., 2003).
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Figura R8. BMP-2 indueix I'aparicié de filopodis en les cél-lules Swiss3T3.
Cél-lules Swiss3T3 es van depleccionar de FBS set dies i es van estimular amb BMP-
2 els temps indicats. Les fletxes senyalen spike-like filopodis (detall ampliat a 30 min
d’estimulacié6 amb BMP-2). Com a control, es van estimular cél-lules amb 20 ng/ml
EGF 10 min. Els filaments d’actina van ser visualitzat amb fal-loidina conjugada a
TRITC utilitzant el microscopi de fluorescéncia. La barra correspon a 20 pm.

Tenint en compte que els resultats obtinguts en el model de les
cel-lules Swiss3T3 apuntaven cap a una possible participacié de Cdc42 en
els efectes de BMP-2 en la regulacié de l'estructuracid del citoesquelet
d’actina, es va avaluar la capacitat de BMP-2 d’activar Cdc42. En una
primera aproximacié es va estudiar la capacitat de BMP-2 d’activar Cdc42
exogen en cel-lules COS-1. Es van transfectar les cél-lules amb plasmidis
que codifiquen per les GTPases Cdc42 i Rac, es va estimular amb BMP-2 i
es va analitzar el nivell d’activacié de les Rho GTPases fent pull-down amb
una proteina de fusié unida a GST que conté el domini d’'unié a GTPasa de
la proteina Pakl, un efector especific per Cdc42 i Rac (Pak-BD-GST)
(Edlund et al., 2002). A la Figura R9 A es mostra l'especificitat del pull-
down amb la proteina Pak-BD-GST, fet que verifica que Unicament les
formes activades de Cdc42 (Cdc42-GTP) i Rac (Rac-GTP) s‘unien al domini
BD de la proteina Pakl. L'analisi de I'activacié de les Rho GTPases per part
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de BMP-2 en cel-lules COS-1 revela que BMP-2 mostrava la capacitat
d’activar tant Cdc42 com Rac, essent aquest efecte maxim 15 min després
d’estimular les ceél-lules amb BMP-2 (Figura R9 B). Per confirmar la
capacitat de BMP-2 d’activar Cdc42 es va examinar l'activaciéo de les Rho
GTPases endogenes en cel-lules C2C12. El tractament amb BMP-2
incrementava el nivell de Cdc42 endogen 15 min després de |'addicié del
lligand i presentava un maxim d’activacié als 30 min. En contraposicio, no
es van observar alteracions en els nivells d’activacié de Rac, al menys fins
a 30 min després de I'estimulacié amb BMP-2 (Figura R9 C).
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Figura R9. BMP-2 indueix l'activacié de Cdc42. (A) Cél-lules COS-1 es van
transfectar amb plasmidis que codifiquen per Cdc42 natiu (Cdc42wt), Cdc42
constitutivament actiu Q61L (Cdc42QL), Racl natiu (Racwt) o Racl constitutivament
actiu Q61L (RacQL). 24 h post-transfeccio els lisats cel-lulars es van sotmetre a pull-
down amb proteina purificada Pak-PBD-GST i es van analitzar les mostres purificades
per western blot amb anticos anti-Cdc42 i anti-Rac. Els Totals representen un 10%
dels extractes solubles totals. (B) Cél-lules COS-1 es van transfectar amb plasmidis
que codifiquen per Cdc42 natiu o Racl natiu, 24 h post-transfeccio les cél-lules es
van depleccionar de FBS 16 h i es van estimular amb BMP-2 els temps indicats. Els
lisats cel-lulars es van sotmetre a pull-down amb proteina purificada Pak-PBD-GST i
es van analitzar les mostres purificades per western blot amb anticossos anti-Cdc42 i
anti-Rac. Els totals representen un 10% dels extractes solubles totals. (C) Cél-lules
C2C12 deplecionades de FBS 16 h es van estimular amb BMP-2 i els nivells de Cdc42
i Racl endogens activats es van analitzar mitjancant pul/l-down amb proteina
purificada Pak-PBD-GST. Les mostres es van analitzar per western blot amb
anticossos anti-Cdc42 i anti-Rac. Els totals representen un 10% dels extractes
solubles totals.
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En vista dels resultats obtinguts, es va analitzar la participacié de
Cdc42 en els canvis morfologics induits per BMP-2. Es van transfectar
cel-lules C2C12 amb el mutant dominant negatiu Cdc42-N17 i després de
desestructurar el citoesquelet d’'actina amb citoD tal i com s’ha descrit
anteriorment, les cél-lules es van deixar recuperar en preséncia de BMP-2
(Figura R10 A). L'analisi de les imatges preses mostra que el tractament
amb BMP-2 prevenia la formacio de fibres d’estrés i afavoria I'acumulacié
d’actina en protrusions a la membrana en la condicié control transfectada
amb GFP; no obstant, aquest efecte no s’‘observava en les cél-lules que
expressaven Cdc42-N17. L'expressié de la forma nativa de Cdc42 era
suficient per induir la formacié d’acumulacions d’actina cortical i reduir les
fibres d’estrés, fins i tot en abséncia de BMP-2; no obstant, no es va
observar que incrementés la formacié de protrusions d’actina per sobre
dels nivells observats amb el tractament amb BMP-2. També es va estudiar
si Cdc42 estava participant en els efectes descrits de BMP-2 sobre la
migracio cel-lular utilitzant I'assaig de migracié quimiotactica i I'assaig de
ferida. Els resultats obtinguts en les dues aproximacions experimentals
indiquen que en les cél-lules que expressaven Cdc42-N17, BMP-2 no era
capag d’induir la migracié cel-lular quan es comparava amb les cél-lules
control que havien estat transfectades amb GFP (Figura R10 BiC). Els
resultats mostrats fins al moment suggereixen que l'activacié de Cdc42
dependent de BMP-2 participa en la reorganitzacid del citoesquelet d’actina
i la migracié cel-lular.
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Figura R10. Cdc42 participa en la regulaci6 per part de BMP-2 de la
dinamica del citoesquelet d’actina. (A) Cél-lules C2C12 es van transfectar amb
plasmidis que codifiquen per GFP, GFP-Cdc42 natiu (Cdc42wt) i GFP-Cdc42 dominant
negatiu N17 (Cdc42-N17), es van depleccionar de FBS (Control), es van tractar amb
citoD i es van deixar recuperar 1 h en abséncia o preséncia de BMP-2. Els filaments
d’actina van ser visualitzat amb fal-loidina conjugada a TRITC utilitzant el microscopi
de fluorescéncia. Es mostren imatges combinades de la fal-loidina (vermell) i la
senyal GFP (verd). Les fletxes senyalen protrusions d’actina. La barra correspon a 20
pm. L'analisi quantitatiu representa el percentatge de ceél-lules transfectades que
presentaven protrusions d’actina en les diferents condicions. Els valors corresponen
a la mitja £ ES de minim 80 cel-lules obtingudes de tres experiments independents
(*p<0.001, test t de Student). (B) Cél-lules C2C12 es van transfectar amb un
plasmidi que codifica per GFP o amb un que codifica per la forma de Cdc42 dominant
negativa fusionada a GFP (Cdc42-N17) i 24 h després es van depleccionar les
cél-lules de FBS 16 h i es van sembrar al compartiment superior de transwells, la
membrana dels quals havia estat préviament gelatinitzat. Es van deixar adherir les
cél-lules 2 h, es va afegir el medi DMEM-1%BSA amb o sense BMP-2 al
compartiment inferior i es van deixar migrar les cél-lules 2 h. Es van retirar les
ceél-lules que no havien migrat i es van fixar i tenyir amb iodur de propidi les cél-lules
que havien migrat a través de la membrana. Es mostra l'analisi quantitatiu de les
cél-lules transfectades que havien migrat en vuit camps triats a l'atzar en tres
experiments independents. Els valors corresponen a la mitja £ ES (*p<0.001
comparat amb les cél-lules transfectades amb GFP i en abséncia de BMP-2, One-way
ANOVA i Bonferroni’'s multiple comparison test). (C) Ceél-lules C2C12 es van
transfectar amb el plasmidi que codifica per GFP o amb el que codifica per la forma
de Cdc42 dominant negativa fusionada a GFP (Cdc42-N17) i 24 h després es van
depleccionar amb DMEM-0.1% FBS. Es van fer les ferides a les monocapes de
cél-lules confluents i es van deixar recuperar en preséncia o abséncia de BMP-2 12 h.
Es mostra I'analisi quantitatiu de les cel-lules transfectades que havien migrat en
vuit camps triats a I'atzar en tres experiments independents. Els valors corresponen
a la mitja = ES (**p<0.001 i *p<0.05 comparat amb les cél-lules transfectades amb
GFP i en abséncia de BMP-2, One-way ANOVA i Bonferroni’s multiple comparison
test).

4. L'activitat PI3K és necessaria en la regulaciéo per part de
BMP-2 de la reorganitzacio del citoesquelet d’actina i la
migracio cel-lular

Diversos estudis previs han descrit que la PI3K i els seus productes
lipidics, principalment fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfat (PIP3), juguen un
paper clau en el control de la migracid cel-lular i la polaritzacié (Stephens
et al., 2002). S’ha postulat que la migracié quimiotactica esta controlada
per l'establiment d’un gradient intracel-lular de PIP; generat al front
d’avang per les proteines PI3K de classe I (Ridley et al., 2003), de tal
manera que els PIP; generats participen en la localitzacié i activacié de
Cdc42 (Li et al., 2003), entre d’altres proteines de senyalitzacid. Tenint en
compte aquest context, es va analitzar si BMP-2 estava regulant l'activitat
PI3K i si aquesta participava en els efectes de BMP-2 sobre la mobilitzacid
dels filaments d’actina i la migracié cel-lular.
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La capacitat de BMP-2 d’activar PI3K es va analitzar estudiant
I'estat de fosforilacid de Akt, ja que s’ha descrit que la fosforilacio de Akt en
el residu Serd473 correlaciona amb el nivell d’activitat de PI3K (Datta et al.,
1999; Yano et al., 1998). Tal i com es mostra a la Figura R11 A, BMP-2
induia la fosforilaci6 de Akt, essent aquesta maxima al cap de 30 min
d’estimular amb BMP-2, i la induccié resultava completament anul-lada
guan es pretractaven les ceél-lules amb l'inhibidor de I'activitat de PI3K,
LY294002. Posteriorment es va utilitzar LY294002 per caracteritzar |'efecte
de PI3K en la reorganitzacio del citoesquelet d’actina regulada per BMP-2.
Com es mostra a la Figura R11 B, quan es pretractaven les cél-lules amb
LY294002, I'estimulaci6 amb BMP-2 no s'acompanyava d’un increment en
la formacidé de protrusions d’actina; fet que suggereix que la integritat de la
via de senyalitzacié de PI3K és indispensable perqué BMP-2 dugui a terme
la mobilitzacié del filaments d’actina. En coheréncia amb el resultat
anterior, vam realitzar l'assaig de ferida i aixi com BMP-2 induia una
acceleracid en el tancament de la ferida, quan juntament amb el BMP-2 es
tractaven les cél-lules amb LY294002, no s’observa aquest increment en la
migracié cel-lular (Figura R11 C).

Figura R11. L’activitat PI3K és critica en control de la mobilitzacié dels
filaments d’actina i la migracié cel-lular per part de BMP-2. (A) Cél-lules
C2C12 es van incubar amb DMSO o amb 15 pyM LY294002 1 h i es van estimular
amb BMP-2 els temps indicats. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot
amb anticos anti-Akt-P(Ser473) i després es va reincubar les membranes amb anti-
Akt. (B) Cél-lules C2C12 es van tractar amb citoD simultaniament amb DMSO o amb
15 pM LY294002 30 min i després d’eliminar la citoD es van estimular les cél-lules
amb BMP-2 juntament amb DMSO (-LY294002) o 15 pM LY294002 (4+LY294002)
durant 1 h. Els filaments d’actina van ser visualitzats amb fal-loidina conjugada a
TRITC utilitzant el microscopi de fluorescéncia. Les fletxes senyalen ceél-lules amb
protrusions d’actina. La barra correspon a 20 pm. També es mostra l'analisi
quantitatiu del percentatge de cél-lules que presentaven protrusions d’actina. Els
valors corresponen a la mitja £ ES de quatre experiments independents (*p<0.001,
test t de Student). (C) Imatges representatives de contrast de fase de ceél-lules
C2C12 pretractades amb DMSO o 15 pM LY294002 durant 2 h on s’havia realitzat la
ferida i s’havia deixat recuperar 12 h en preséncia o abséncia de BMP-2 juntament a
DMSO (Control, BMP-2) o 15 pM LY294002 (LY i BMP-2+LY). L'analisi quantitatiu
mostra el percentatge d’area envaida i es va obtenir de minim tres camps
fotografiats obtinguts en tres experiments independents. Els valors representen la
mitja £ ES (*p<0.001, test t de Student).
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Per tal d'aprofundir en l'estudi de l'activacié de PI3K per part de
BMP-2, es va analitzar la contribucié de les diferents isoformes de PI3K a
I’efecte observat. Tenint en compte que I'inhibidor LY294002 no és selectiu
entre els diferents membres de classe I de PI3K (Hawkins et al., 2006), es
va utilitzar un conjunt d’inhibidors especifics per les diferents isoformes de
les proteines PI3K de classe I que s’havien desenvolupat recentment
(Camps et al., 2005; Jackson et al., 2005; Pomel et al., 2006; Sadhu et
al., 2003). Es van tractar les cél-lules amb l'inhibidor selectiu de PI3Ky
AS252424 (Pomel et al., 2006), l'inhibidor selectiu de PI3KB TGX-155
(Jackson et al., 2005), lI'inhibidor selectiu de PI3Kd ICO87114 (Billottet et
al., 2006; Sadhu et al., 2003) o l'inhibidor selectiu de PI3Ka AS702630
(Ruckle et al., 2004), i es va analitzar I'estat de fosforilacié de Akt després
d’estimular les cel-lules amb BMP-2. Es va observar que Unicament quan es
pretractaven les cél-lules amb I'inhibidor AS702630 s’abolia la fosforilacié
de Akt dependent de BMP-2, fet que suggereix que, en les cél-lules C2C12,
BMP-2 activa especificament lisoforma PI3Ka (Figura R12 A). En
coheréncia amb aquest resultat, es va realitzar l'assaig de ferida en
preséncia dels inhibidors selectius de les diferents isoformes de PI3K i
Unicament quan s’afegia AS702630 al medi, I'estimulacié amb BMP-2 no
induia un augment de la migracié cel-lular (Figura R12 B). Aquestes
observacions fan pensar que, en les cel-lules C2C12, PI3Ka juga un paper
critic en els efectes de BMP-2 sobre la reorganitzacié del citoesquelet
d’actina i la migracio cel-lular.

Figura R12. BMP-2 requereix l'activitat PI3Ka per induir la migracio
cel-lular. (A) Cél-lules C2C12 es van incubar amb els inhibidors selectius dels
membres de classe I de PI3K 1 h abans d’estimular amb BMP-2 els temps indicats en
preséncia dels inhibidors. Els diferents inhibidors es van utilitzar a una concentracio
final de 1 uM. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot amb anticos anti-
Akt-P(Ser473) i després es va reincubar les membranes amb anti-Akt. (B) Analisi
quantitatiu de les imatges de contrast de fase de l|'assaig de ferida realitzat en
cél-lules C2C12 durant 12 h en preséncia de BMP-2 i els inhibidors selectius dels
membres de classe I de PI3K a una concentracié final de 1 uM. Els valors
representen la mitja £ ES de tres experiments independents (*p<0.001, test t de
Student).
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Els resultats mostrats fins al moment indicaven que tant Cdc42
com PI3K participen el la regulacié dels efectes de BMP-2 sobre la
mobilitzacié del filaments d’actina i la migracié cel-lular, fet que ens va
portar a analitzar la possible relacié entre els dos processos. En primer lloc
es va determinar si PI3K regulava l'activacié de Cdc42 dependent de BMP-
2. Aixi, es va analitzar l'activacié de Cdc42 endogen per part de BMP-2 en
preséncia de I'inhibidor de I'activitat PI3K LY294002 i, tal i com es mostra a
la Figura R13 A, no es van observar diferéncies en els nivells d’activacié de
Cdc42. Per altra banda, la transfeccié del mutant dominant negatiu de
Cdc42 (Cdc42-N17) no modificava I'habilitat de BMP-2 d’induir l'activitat
PI3K i fosforilar Akt (Figura R13 B). Aquestes observacions permeten
concloure que BMP-2 activa Cdc42 i PI3K de manera independent i que
ambdues vies de senyalitzacié son imprescindibles perqué BMP-2 exerceixi
els seus efectes sobre la regulacid del citoesquelet dactina i la migracio
cel-lular.

A - - 4+ + BMP-2
E + - + LY294002
kDa
e ’d GTP-Cdc42
— — e — — Cdc42
B GFP Cdc42wt Cdc42-N17

BMP-2 0 203060 0 203060 0 2030 60 min

PR — L

|.m Akt

D —— | CdC42

Figura R13. BMP-2 activa Cdc42 i PI3K de manera independent. (A) Cél-lules
C2C12 es van preincubar amb DMSO (-) o 15 pM LY294002 (+) i posteriorment es
van estimular amb BMP-2 en preséncia o abséncia de 15 uM LY294002 durant 30
min. Els nivells de Cdc42 endogen activats es van analitzar mitjangant pull-down
amb proteina purificada Pak-PBD-GST. Les mostres es van analitzar per western blot
amb anticos anti-Cdc42. Els totals (Cdc42) representen un 10% dels extractes
solubles totals. (B) Cél-lules C2C12 es van transfectar amb plasmidis que codifiquen
per GFP, GFP-Cdc42 natiu (Cdc42wt) i GFP-Cdc42 dominant negatiu N17 (Cdc42-
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N17) i es van estimular amb BMP-2 els temps indicats. Els lisats cel-lulars es van
analitzar per western blot amb anticos anti-Akt-P(Ser473) i anti-Cdc42 i després es
va reincubar les membranes amb anti-Akt.

5. BMP-2 indueix l'activaci6 de LIMK1 a través d’un
mecanisme dependent de PI3K

Resultats previs indiquen que altres membres de la familia de BMPs
regulen |'activitat de la proteina LIMK1 (Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich
et al., 2004; Wen et al., 2007). La funci6 més ben caracteritzada de la
LIMK1 és la regulacié de la cofilina, proteina que juga un paper essencial
en la reorganitzacid el citoesquelet d’actina i la migracio cel-lular a través
del control de la polimeritzacié dels filaments d’actina (Bamburg and
Wiggan, 2002; Bernard, 2007). L'activitat de la cofilina és regulada de
manera reversible per fosforilacidé al residu Ser3, essent la forma
fosforilada la forma inactiva. La LIMK1 és la responsable de la fosforilacié al
residu Ser3 i per tant de la inactivacié de la cofilina (Arber et al., 1998;
Yang et al., 1998). Aixi doncs, tenint en compte els efectes observats de
BMP-2 en la mobilitzacié dels filaments d’actina varem analitzar la possible
regulacié de I'activitat LIMK1 per part de BMP-2,

Es va observar que l'estimulacié de les cél-lules C2C12 amb BMP-2
induia la fosforilacié de LIMK1 al residu Thr508, aminoacid situat al domini
quinasa, fosforilacié que s’ha descrit que es correlaciona amb un increment
de l'activitat de la proteina (Scott and Olson, 2007) (Figura R14 A). Fins al
moment, en el nostre model d'estudi haviem descrit que els efectes de
BMP-2 sobre la mobilitzacié del citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular
eren sensibles a l'inhibidor de l'activitat PI3K, LY294002, i per tant era
esperable que l'activacié de LIMK1 en resposta a BMP-2 també fos regulada
per PI3K. Tal i com es mostra a la Figura R14 B, en preséncia de LY294002
la fosforilaci6 de LIMK1 dependent de BMP-2 resultava completament
inhibida. Posteriorment es va estudiar si la fosforilaciéo de LIMK1 dependent
de BMP-2 correlacionava amb un augment d’activitat de la LIMK1. A la
Figura R14 C es mostra que l'estimulacié amb BMP-2 resultava en un
augment de la l'activitat de la LIMK1 i que dita activacié es perdia en
preséncia de LY294002. D’acord amb els resultats aqui presentats, BMP-2
estimula tant I'activitat LIMK1 i dit efecte depén de PI3K. Aquests resultats
doncs suggereixen que BMP-2 podria regular directament la polimeritzacio
dels filaments d’actina a través del control de la proteina cofilina, que
alhora és regulada per LIMK1 de manera dependent de l'activitat PI3K.
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Figura R14. BMP-2 estimula I'activitat LIMK1. (A) Cél-lules C2C12 es van
estimular amb BMP-2 els temps indicats i els lisats cel-lulars es van analitzar per
western blot amb anticos anti-LIMK1-P(Thr508) i després es va reincubar les
membranes amb anti-LIMK1. Es mostra la quantificacié densitométrica dels resultats
obtinguts representats en histogrames com els nivells relatius de LIMK1-P/LIMK1 en
relacié a la situacié control sense estimular amb BMP-2. Els valors corresponen a la
mitja £ ES de tres experiments independents (*p<0.05, test t de Student). (B)
Cél-lules C2C12 es van preincubar amb DMSO o 15 yM LY294002 i posteriorment es
van estimular amb BMP-2 en preséncia o absencia de 15 pM LY294002 durant 40
min. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot amb els anticossos
indicats. Es mostra la quantificacié densitomeétrica dels resultats obtinguts
representats en histogrames com els nivells relatius de LIMK1-P/LIMK1 en relacié a
la situacié control sense estimular amb BMP-2. Els valors corresponen a la mitja +
ES de tres experiments independents (*p<0.05, test t de Student). (C) Cél-lules
C2C12 es van preincubar amb DMSO (-) o 15 uM LY294002 (+) 30 min i després es
van estimular amb BMP-2 i LY294002 tal com s’indica. La LIMK1 endbgena es va
immunoprecipitar amb anticos anti-LIMK1 i es va sotmetre a assaig quinasa in vitro
utilitzant GST-cofilina com a substrat en preséncia de ATP marcat radioactivament.
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Les reaccions es van resoldre per SDS-PAGE i es van analitzar per autoradiografia.
Paral-lelament, un 10% dels lisats cel-lulars immunoprecipitats es van utilitzar per
fer western blot anti-LIMK1 per controlar que la LIMK1 immunoprecipitada en les
diferents condicions era comparable. Es mostra la quantificacié densitomeétrica dels
resultats obtinguts representats com els nivells relatius de senyal obtinguda en la
autoradiografia/LIMK1 obtinguda en el western blot en relacidé a la situacid control
sense estimular amb BMP-2.

6. BMP-2 estimula I'activitat Pakl i Pak4 a través d'un
mecanisme dependent de PI3K i de Cdc42

L’activitat LIMK1 esta directament regulada per fosforilacié per part
de les proteines de la familia PAK (Dan et al., 2001; Edwards et al., 1999).
Els membres de la familia PAK regulen una gran varietat de canvis del
citoesquelet d’actina, generalment en resposta a les petites GTPases de la
familia Rho. Les PAKs activades es redistribueixen del citosol a estructures
d’actina cortical com els lamelipodis, el front d’avanc de cel-lules
polaritzades i els ruffles de membrana. S’ha descrit que la unié de les
petites GTPases en la seva forma activa a les proteines PAK ddna lloc a un
canvi conformacional en aquestes Ultimes que permet que el domini
quinasa quedi cataliticament actiu per mitja d’'una autofosforilacié al residu
Thr308 en el cas de Pakl (equivalent a Thr402 de Pak2) (Manser et al.,
1994). Per altra banda, s’ha descrit que quinases de la via de senyalitzacio
de PI3K poden activar les PAKs per fosforilacid a aquests mateixos i a
altres residus (King et al., 2000). La nostra hipotesis era que en resposta a
BMP-2, l'activacié de LIMK1 per part de les proteines de la familia PAK
acoblava la senyalitzacié activada per PI3K i Cdc42 amb la dinamica del
citoesquelet d’actina.

Per a estudiar aquesta hipotesis, en primer lloc es va analitzar la
capacitat de BMP-2 de fosforilar Pakl i Pak4. A la Figura R15 AiB es mostra
com el tractament amb BMP-2 induia un increment de I'estat de fosforilacid
d’ambdues PAKs analitzades, i dit efecte resultava maxim 40 min després
d’incubar amb el factor.
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Figura R15. BMP-2 indueix la fosforilacio de Pakl i Pak4. (A-B) Cél-lules
C2C12 es van estimular amb BMP-2 els temps indicats i els lisats cel-lulars es van
analitzar per western blot amb anticos anti-Pak1-P(Thr423) i després es van
reincubar les membranes amb anti-Pakl (A); i anti-Pak4-P(Ser474) i després es va
reincubar les membranes amb anti-Pak4 (B). També es mostra la quantificacid
densitomeétrica dels resultats obtinguts representats en histogrames com els nivells
relatius de Pak-P/Pak en relaci6 a la situacié control sense estimular amb BMP-2. Els
valors corresponen a la mitja £ ES de tres experiments independents (*p<0.05, test
t de Student).
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Posteriorment es va avaluar si els efectes de BMP-2 sobre la
fosforilacié de les PAKs era dependent de l|'activitat PI3K. Es resultats
obtinguts demostren que el pretractament amb LY294002 bloquejava
completament la fosforilaci6 de Pakl i Pak4 dependent de BMP-2 (Figura
R16 A). Per confirmar la participacié de PI3K en l'activacié de Pakl i Pak4
per part de BMP-2, es van analitzar la induccié de I'activitat de les PAKs per
part de BMP-2 en preséncia de LY294002. Després d’estimular les céel-lules
amb BMP-2, en preséncia de LY294002, es va immunoprecipitar Pakl i
Pak4 i es va analitzar el seu estat d’activacidé envers un substrat no
especific. La quantificacié densitometrica de I'autoradiografia mostra que,
aixi com BMP-2 incrementava l'activitat de Pakl i Pak4 més de dues
vegades sobre el seu nivell basal, en preséncia de LY294002 s’inhibia
completament aquesta activaci6 (Figura R15 B). Aquests resultats
permeten concloure que BMP-2 activa Pakl i Pak4 per un mecanisme
dependent de l'activitat PI3K.
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Figura R16. BMP-2 estimula l'activitat de Pakl i Pak4 de manera dependent
a PI3K. (A) Cel-lules C2C12 es van preincubar amb DMSO (-) o 15 pM LY294002
(+) 30 min i posteriorment es van estimular amb BMP-2 en preséncia o abséncia de
15 pM LY294002 durant 40 min. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot
amb els anticossos indicats. Es mostra la quantificacié densitométrica dels resultats
obtinguts representats en histogrames com els nivells relatius de Pak-P/Pak en
relacié a la situacié control sense estimular amb BMP-2. Els valors corresponen a la
mitja £ ES de tres experiments independents (*p<0.05, test t de Student). (B)
Cél-lules C2C12 es van preincubar amb 15 uM LY294002 30 min i després es van
estimular amb BMP-2 i LY294002 tal com s’indica. La Pakl i Pak4 endogenes es van
immunoprecipitar amb anticos anti-Pakl o l'anti-Pak4 i es va sotmetre a assaig
quinasa in vitro utilitzant MBP com a proteina substrat en preséncia de ATP marcat
radioactivament. Les reaccions es van resoldre per SDS-PAGE i es van analitzar per
autoradiografia. Paral-lelament un 10% dels lisats cel-lulars immunoprecipitats es
van utilizar per fer western blot anti-Pak per controlar que la Pak immunoprecipitada
en les diferents condicions era comparable. Es mostra la quantificacié densitométrica
dels resultats obtinguts representats en histogrames com els nivells relatius de
senyal obtinguda en la autoradiografia/Pak obtinguda en el western blot en relacié a
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la situacié control sense estimular amb BMP-2. Els valors corresponen a la mitja +
ES de tres experiments independents (*p<0.05, test t de Student).

Per a analitzar la possible participacié de Cdc42 en l'activacié de les
proteines de la familia Pak en resposta a BMP-2 es van transfectar cél-lules
C2C12 amb un plasmidi que codifica pel mutant dominant negatiu Cdc42-
N17 i després d’estimular amb BMP-2 es va analitzar I'estat de fosforilacio
de Pakl i Pak4. Els resultats mostren que |'expressié de Cdc42-N17 era
suficient per evitar la fosforilacid per part de BMP-2 tant de Pakl com de
Pak4 (Figura R17 A). Tenint en compte aquest resultat era esperable que la
regulacié de la fosforilacié de Pakl i Pak4 per part de Cdc42 impliqués
també un control de I'activitat d’ambdues Paks. Aixi doncs, per a confirmar
aquesta hipotesis, es van transfectar ceél-lules HeLa amb el dominant
negatiu Cdc42-N17 i, després d'estimular amb BMP-2, es va analitzar
I'activitat quinasa in vitro de la Pakl endodgena. En comparacidé amb la
condicié control transfectada amb la forma nativa de Cdc42, I'expressio de
Cdc42-N17 prevenia totalment I'augment d’activitat de Pakl dependent de
BMP-2 (Figura R17 B). Basant-nos en la similitud de la cinética d’activacio
dependent de BMP-2 de Pakl i Pak4, i que ambdues proteines son
regulades per PI3K, suggerim que l'activitat de Pak4 també deu estar
regulada per Cdc42 de la mateixa manera que Pakl.

99



Resultats

A
GFP Cdc42-N17
-+ -+ BMP-2 O Control m BMP-2
- s P-Pak1 3
2.5 2.5
| Pakl - w
| pa s
I | _§ g 2.0
;E 35 1.5
e — == P-Pakd m Y o ed
S T2 10
© 2
- ‘E
Ecamz Cdc42-N17 " TGFP Cdcaz-Ni7
B

BMP-2 0 40 60 min

- me WS 2p-MBP *
o
¢ T2 15
e =
< [ % =p-vep g9
— — S w 1.0
™~ =3 B .
S Pak1 Input £
] <E
o Cdc42 3 0.5
,,
32p-MBP 0.0 L

0 40 60 40 60 40 60 min
Pak1 Input GFP  Cdcd42wt Cdc42-N17
Cdca2

IE1

Cdc42-N17

Figura R17. Cdc42 és imprescindible perqué BMP-2 estimuli I'activitat de
Pak. (A) Cél-lules C2C12 es van transfectar amb plasmidis que codifiquen per GFP i
GFP-Cdc42 dominant negatiu N17 (Cdc42-N17) i es van estimular amb BMP-2 els
temps indicats. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot amb els
anticossos indicats. Es mostra la quantificacié densitométrica dels resultats obtinguts
representats en histogrames com els nivells relatius de Pak-P/Pak en relacié a la
seva situacidé control (GFP) sense estimular amb BMP-2. Els valors corresponen la
mitja £ ES de tres experiments independents (*p<0.05, test t de Student). (B)
Cél-lules HelLa es van transfectat amb plasmidis que codifiquen per GFP, GFP-Cdc42
natiu (Cdc42wt) i GFP-Cdc42 dominant negatiu N17 (Cdc42-N17) i es van estimular
amb BMP-2 els temps indicats. La Pakl endogena es va immunoprecipitar amb
anticds anti-Pakl i es va sotmetre a assaig quinasa in vitro utilitzant MBP com a
substrat en preséncia d’ATP marcat radioactivament. Les reaccions es van resoldre
per SDS-PAGE i es van analitzar per autoradiografia. Paral-lelament, un 10% dels
lisats cel-lulars totals es van utilitzar per fer western blot anti-Cdc42 per comprovar
I'eficiéncia de transfeccié i un 10% dels lisats cel-lulars immunoprecipitats es van
utilitzar per fer western blot anti-Pakl per controlar que la Pakl immunoprecipitada
en les diferents condicions era comparable (Input). També es mostra la quantificacid
densitomeétrica dels resultats obtinguts representats en histogrames com els nivells
relatius de senyal obtinguda en la autoradiografia/Pakl obtinguda en el western blot
en relacid a la situacié control sense estimular amb BMP-2. Els valors corresponen a
la mitja = ES de tres experiments independents (¥*p<0.05, test t de Student).
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D’acord amb els resultats aqui presentats, en cél-lules C2C12,
I'estimulaci6 amb BMP-2 activa Pakl i Pak4 de manera dependent de
I'activitat PI3K i Cdc42. A més a més, aquests resultats en conjunt amb les
observacions descrites fins al moment, suggereixen que en la via de
senyalitzacid mitjancant la qual BMP-2 regula la dinamica del citoesquelet
d’actina i la migracié cel-lular, les proteines de la familia Pak funcionen com
un modul integrador on convergeixen les senyals de Cdc42 i PI3K.

Evidéncies experimentals d’altres grups descriuen que l'activitat de
la LIMK1 és regulada directament per fosforilacié per part de proteines de
la familia PAK (Dan et al., 2001; Edwards et al., 1999); i Lee-Hoeflich et al.
ja havien suggerit que existeix una proteina regulada per Cdc42 implicada
en l'activacio de la LIMK1 unida a la cua de BMPRII (Lee-Hoeflich et al.,
2004). Tenint en compte aquests precedents, vam analitzar si en la via de
senyalitzacio de BMP-2, I'activitat de la LIMK1 associada a la cua de BMPRII
era regulada per part de les PAKs. Es van generar clons de cél-lules C2C12
que expressaven de manera estable BMPRII-His sota el control d'un
promotor que responia a tetraciclina i després de validar els diferents clons
positius que es van obtenir, es va decidir treballar amb el clon #10 perqué
era el que expressava una quantitat més elevada de proteina BMPRII
(Figura R18 A). Una vegada es va haver posat a punt les condicions
optimes per regular la senyal (Figura R18 B) es va utilitzar el clon #10 per
a fer el seglient experiment.
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Figura R18. Generacio de clons que expressen BMPRII. (A) Els clons de C2C12
que expressaven BMPRII natiu (BMPRII) es van generar tal i com s’explica a I'apartat
de Materials i Métodes. Per comprovar els clons, es van incubar les cél-lules amb 100
ng/ml tetraciclina (+) o sense (-) durant 24 h i els lisats cel-lulars totals es van
analitzar amb [l'anticos anti-BMPRII i anti-tubulina. El clon control (ClonCto)
correspon a un clon de ceél-lules que no expressava BMPRII. Tots els clons que es
mostren foren positius i regulables per tetraciclina. La resta d’experiments s’han
realitzat amb el clon #10. (B) Cél-lules C2C12 del clon BMPRII #10 es van tractar
amb 100 ng/ml tetraciclina els periodes indicats i els lisats cel-lulars es van analitzar
amb I’anticos anti-BMPRII. Es va concloure que el tractament amb tetraciclina durant
24 h anul-lava l'expressio induible de BMPRII (panell esquerra). Per altra banda,
cél-lules C2C12 del clon BMPRII #10 es van tractar amb 100 ng/ml tetraciclina 24 h i
posteriorment es va eliminar la tetraciclina per permetre I'expressié de BMPRII. Els
lisats cel-lulars es van analitzar amb I’anticos anti-BMPRII. La depleccié de
tetraciclina 16 h era suficient per obtenir uns nivells de BMPRII induible detectables
per western blot (panell dret).

Es va transfectar el clon que expressava de manera induible
BMPRII-His amb una forma constitutivament activa de Pakl (Pakl-
H83,86L) i una forma que actua com a dominant negatiu (Pak1-PID) i es
va analitzar I'activacido de la LIMK1 associada al BMPRII sobreexpressat.
L'estimulaci6 amb BMP-2 incrementava lleugerament la unié de LIMK1 a
BMPRII i induia un increment del nivell de fosforilacid6 de la LIMK1
associada a BMPRII (Figura R19). L'expressié d’'una forma activa de Pakl
incrementava, fins i tot en abséncia de BMP-2, el nivell de fosforilacié de
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LIMK1, i coherentment amb el que era presumible, I'expressié de Pak1-PID
evitava la fosforilacio de LIMK1 induida per BMP-2. Aquests resultats
suggereixen que l'activitat de les proteines PAK esta implicada en
I'activacié de la LIMK1 unida a BMPRII.
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myc myc
- 4+ - 4+ - 4+ BMP-2
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— e — —
Ni2+-NTA s LIMKL
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Figura R19. L’activitat Pakl és critica perqué BMP-2 indueixi la fosforilacio
de la LIMK1 associada a BMPRII. Cél-lules del clon de C2C12 que expressava
BMPRII-His es van transfectar amb plasmidis que codifiquen per GFP, Pakil
constitutivament actiu H83,86L amb I'epitop myc (Pakl-HL myc) o el domini
inhibidor de Pakl PID(aa83-149) amb I'epitop myc (Pakl1-PID myc) i es van
estimular amb BMP-2 40 min. Els lisats cel-lulars es van sotmetre a pull-down amb
resina de niquel i els extractes purificats es van analitzar per western blot amb els
anticossos indicats. Un 10% dels lisats cel-lulars solubles totals es van utilitzar per
fer western blot anti-myc per comprovar l'eficiéncia de transfeccio i anti-tubulina; i
un 10% dels lisats cel-lulars purificats es van utilitzar per fer western blot anti-
BMPRII per controlar que el BMPRII-His purificat amb resina de niquel en les
diferents condicions era comparable, i anti-LIMK1 i anti-LIMK1-P(Thr508) per
analitzar I'estat de fosforilacié de la LIMK1 associada a BMPRII-His.

7. Estudi de la rellevancia funcional de la cua citoplasmatica
de BMPRII en els efectes de BMP-2 en la mobilitzacié del
citoesquelet d'actina i la migracio cel-lular

Estudis previs han demostrat que LIMK1 interacciona directament
amb la regio citoplasmatica downstream del domini quinasa de BMPRII i és
activada en resposta a l'estimulacié amb BMPs per un mecanisme que
involucra Cdc42 (Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2004). Els autors
d’aquests treballs arriben a diferents conclusions en relacié al mecanisme
mitjancant el qual la unid6 de les BMPs als seus receptors incrementa
l'activitat LIMK1, no obstant coincideixen en que el control per part de
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membres de la subfamilia de BMPs de processos com la dendritogénesi i
I'estabilitat sinaptica requereixen I'activitat LIMK1 (Eaton and Davis, 2005;
Lee-Hoeflich et al., 2004; Wen et al., 2007). En el nostre model d’estudi
hem observat que la LIMK1 interacciona amb BMPRII, i que el tractament
amb BMP-2 modifica el nivell de fosforilaci6 de la LIMK1 associada a
BMPRII (Figura R19). Tenint en compte aquests precedents ens
proposarem estudiar la rellevancia funcional de la cua citoplasmatica de
BMPRII en els efectes descrits de BMP-2 sobre la regulacié de la dinamica
del citoesquelet d’'actina i la migracié cel-lular.

Per a dur a terme aquest objectiu, es van estudiar diverses
situacions en les que BMPRII estava absent. En una primera aproximacié es
van analitzar els efectes de BMP-7 sobre la migracié cel-lular ja que aixi
com BMP-2 senyalitza preferentment a través de BMPRII, BMP-6 i BMP-7
ho fan a través de ActRIIA, receptor de la mateixa familia perd que no
conté la llarga cua citoplasmatica present a BMPRII (Ebisawa et al., 1999;
Macias-Silva et al., 1998; Yu et al., 2005). Per tal d’analitzar els efectes de
BMP-7 sobre la migracié cel-lular es va realitzar I'assaig de migracié
quimiotactic i I'assaig de ferida. Tal i com es representa a la Figura R20
AiB, els resultats obtinguts en les dues aproximacions experimentals
realitzades mostren que I'addicié de BMP-7 donava lloc a un augment de la
migracié cel-lular molt similar al préviament descrit per BMP-2. Aquest
resultat suggeria que la llarga cua citoplasmatica de BMPRII no jugava un
paper critic en la regulacio de la migracio cel-lular per part de BMP-2.
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Figura R20. BMP-7 indueix la migracio de les cél-lules C2C12. (A) Assaig de
migracié quimiotactica. Ceél-lules C2C12 depleccionades de FBS 16 h es van sembrar
al compartiment superior dels transwells, la membrana dels quals havia estat
préviament gelatinitzada. Es van deixar adherir les cél-lules 2 h, es va afegir el medi
DMEM-1%BSA amb o sense 30 pM BMP-7 al compartiment inferior i es van deixar
migrar les cél-lules 2 h. Es van retirar les cél-lules que no havien migrat i es van
fixar i tenyir amb iodur de propidi les cél-lules que havien migrat a través de la
membrana. Es mostra l'analisi quantitatiu de la migracié en vuit camps triats a
|'atzar en tres experiments independents. Els valors corresponen a la mitja £ ES
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(*p<0.0001, test t de Student). (B) Assaig de ferida. Ceél:lules C2C12 on s’havia
realitzat la ferida es van deixar migrar en preséncia o abséncia de 3 nM BMP-7 o 3
nM BMP-2 durant 24 h. L’histograma mostra I’analisi quantitatiu de l'area envaida.
Els valors corresponen a la mitja = ES de tres experiments independents (*p<0.001
comparat amb la situacié control, test t de Student).

Per altra banda, la rellevancia funcional de la cua citoplasmatica de
BMPRII en els efectes de BMP-2 sobre la mobilitzacié del citoesquelet
d’actina i la migracié cel-lular es va analitzar eliminant I'expressido de
BMPRII en cel-lules C2C12 mitjancant siRNAs. En treballs previs s’havia
descrit que en les cél-lules deficients per BMPRII, BMP-2 pot senyalitzar a
través de la unid a ActRIIA juntament amb un conjunt de receptors de
tipus I diferents d’aquells utilitzats per BMPRII (Yu et al., 2005). Es van
dissenyar dos sequiéncies de siRNAs contra la regié codificant de BMPRII de
ratoli. La seqliencia de cada oligonucleotid es detalla a la seccié de
Materials i Métodes. Per a confirmar la funcionalitat i especificitat de les
seqliencies dissenyades, es va transfectar cél-lules C2C12 amb els siRNAs i
es va analitzar per western blot la capacitat de silenciament de cada un
d’ells. Tal i com es mostra a la Figura R21 A, els nivells de proteina BMPRII
disminuien en transfectar les dues seqliéncies nucleotidiques, donant lloc a
un silenciament d’aproximadament el 70%. Cap de les dues seqiéncies
emprades semblava induir toxicitat, tal i com evidenciaven els nivells
estables del normalitzador endogen tubulina. Una vegada comprovada
I'efectivitat dels siRNAs, es va analitzar I'efecte que tenia el silenciament de
BMPRII en els efectes de BMP-2 sobre la mobilitzacié del citoesquelet
d’actina. Cel-lules C2C12 es van transfectar amb les dues seqléncies de
siRNAs i després de desestructurar el citoesquelet d’actina amb citoD, tal i
com hem descrit anteriorment, les cél-lules es van deixar recuperar en
preséncia de BMP-2 (Figura R21 B). L'analisi quantitatiu de les imatges
preses mostren que BMP-2 induia la formacidé de protrusions d’actina en
aquelles cel-lules que havien internalitzat el siRNA de la mateixa manera
que en la condicidé en que s’utilitzava una sequéncia siRNA control. Aquest
resultat es va corroborar posteriorment amb |'assaig de ferida, aproximacio
on tampoc s’observaven diferéncies en la capacitat de BMP-2 d’induir la
migracié de cel-lules on els nivells de BMPRII s’havien reduit
considerablement (Figura R21 C). Aquest conjunt de dades suggereixen
qgue la llarga cua citoplasmatica de BMPRII no és absolutament necessaria
perqué BMP-2 exerceixi els efectes descrits en relaciéo a la dinamica dels
filaments d’actina i la migracid cel-lular; no obstant, aquests resultats no
exclouen la possibilitat que la regié citoplasmatica de BMPRII estigui
participant d’alguna manera en la via de senyalitzacié implicada en la
regulacié de la dinamica del citoesquelet d’actina en resposta a BMPs.

105



Resultats

Figura R21. BMPRII no és imprescindible en la regulacié de la migracio
cel-lular per part de BMP-2. (A) Ceél-lules C2C12 es van transfectar amb els
siRNAs dissenyats contra BMPRII (siRNA control correspon a scrambled siRNA) i 48 h
després es van preparar lisats cel-lulars i es van analitzar per western blot amb
anticos anti-BMPRII. La membrana es va incubar posteriorment amb anticds anti-
tubulina per normalitzar el contingut proteic dels extractes. (B) Cél-lules C2C12 es
van transfectar amb els siRNAs indicats juntament amb GFP i 48 h després es van
depleccionar de FBS, es van tractar amb citoD i es van deixar recuperar 1 h en
abséncia o preséncia de BMP-2. Els filaments d’actina van ser visualitzat amb
fal-loidina conjugada a TRITC utilitzant el microscopi de fluorescéncia. Es mostren
imatges combinades de la fal-loidina (vermell) i la senyal GFP (verd). Les fletxes
senyalen protrusions d’actina. La barra correspon a 20 um. L’analisi quantitatiu
representa el percentatge de ceél-lules transfectades que presentaven protrusions
d’actina en les diferents condicions. Els valors corresponen a la mitja £ ES de minim
80 ceél-lules obtingudes tres experiments independents (*p<0.05 comparat amb la
condicid en abséncia de BMP-2, test t de Student). (C) Cél-lules C2C12 es van
transfectar amb els siRNAs indicats juntament amb GFP i 48 h després es van
depleccionar les cél-lules de FBS. Es va fer les ferides a les monocapes de cél-lules
confluents i es van deixar recuperar en preséncia o abséncia de BMP-2 24 h. Es
mostra l'analisi quantitatiu de I'area envaida i els valors corresponen a la mitja + ES
de tres experiments independents (*p<0.001 comparat amb Ila corresponent
condicié en abséncia de BMP-2, One-way ANOVA i Bonferroni’s multiple comparison
test).
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Fins al moment s’han presentat diverses evidéncies experimentals
que mostren que en abséncia de BMPRII, BMP-2 és capac de regular la
mobilitzacid del citoesquelet d’actina i la migracid, presumiblement unint-se
a altres receptors tipus II de la familia de TGFB que no tenen la regid
citoplasmatica downstream del domini quinasa. En la mateixa linia, també
hem descrit que BMP-7, que s’uneix amb més afinitat a ActRIIA que a
BMPRII, és capag d’induir la migracié cel-lular de la mateixa manera que
BMP-2. Aquests resultats apunten a que en abséncia de BMPRII, les BMPs
poden activar rutes de senyalitzacié implicades en la regulacié de la
migracié cel-lular. Els resultats obtinguts fins al moment doncs no
expliquen perqué mutacions puntuals a la seqliencia de BMPRII a la zona
gue codifica per la cua citoplasmatica que codifiquen per una forma
truncada de la proteina estan associades a la PPH (Machado et al., 2001).
En aquesta linia, ens plantejarem mimetitzar dites mutacions i analitzar si
la preséncia d’'una forma truncada de BMPRII donava lloc a un canvi a
nivell de la regulacié per part de BMP-2 de la migracié cel-lular. Aixi, es va
estudiar l'efecte d’'una mutaci6 de BMPRII que mimetitza una de les
mutacions més freqlients en la cua C-terminal de BMPRII associada a la
PPH. Altres grups han descrit que la regi6 minima necessaria de BMPRII per
a la interacci6 amb LIMK1 és la que inclou de I'aminoacid 751 al 813 (Lee-
Hoeflich et al., 2004), de tal manera que es va utilitzar la construccid
BMPRII(T803fs), que codifica per un canvi de pauta de lectura que déna
lloc a una proteina amb la zona d’interaccié6 amb LIMK1 descrita truncada.

Per a caracteritzar I'efecte de la mutacié T803fs en BMPRII es van
generar clons que expressaven de manera estable BMPRII(T803fs)-His sota
el control d'un promotor que respon a tetraciclina. Dels tres clons positius
que es van obtenir es va utilitzar el clon #15 en els experiments posteriors
(Figura R22 A). Es va comprovar que els clons conservaven la capacitat de
senyalitzacié en resposta a BMP-2, ja que en presencia de BMP-2 i en
absencia de tetraciclina s‘observava uns nivells de fosforilacié d’Smad1
molt semblants als obtinguts en les cél-lules C2C12 natives (Figura R22 B).
L'abséncia de senyal corresponent al BMPRII endogen tant en les cél-lules
C2C12 natives com en els clons generats era esperable, doncs els nivells
de BMPRII endogen sén molt baixos en comparacié amb els de BMPRII
sobreexpresat. Per tal d'analitzar si la sobreexpressié de la forma truncada
de BMPRII alterava la migracio cel-lular induida per BMP-2, es va realitzar
|'assaig de ferida amb el clon cel-lular que sobreexpresava la forma
salvatge de BMPRII en paral-lel amb el clon que sobreexpresava la forma
mutada de BMPRII. El resultat mostra que la sobreexpressido de
BMPRII(T803fs) no afectava significativament la capacitat de BMP-2
d’induir la migracié cel-lular, tant si es comparava amb la condicié en que
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s’apagava amb tetraciclina la sobreexpressio de la forma mutada com quan
es comparava amb els resultats obtinguts amb el clon que expressava la
forma salvatge de BMPRII (Figura R22 C). Aquest resultat suggereix que la
integritat de la cua citoplasmatica de BMPRII no és imprescindible en la
regulacié per part de BMP-2 de la migracié cel-lular ja que una forma
truncada del receptor no actuava com a dominant negatiu bloquejant la
migracio.
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Figura R22. La integritat de la cua citoplasmatica de BMPRII no és
imprescindible en la migracié induida per BMP-2. (A) El clon de C2C12 que
expressava BMPRII amb la cua citoplasmatica truncada (BMPRII(T803fs)) es va
generar tal i com s’explica a I'apartat de Materials i Métodes. Per comprovar els clons
obtinguts, es van tractar les cél-lules amb 100 ng/ml tetraciclina (+) durant 24 h i
els lisats cel-lulars totals es van analitzar amb I'anticos anti-BMPRII i anti-tubulina. El
clon control (ClonCto) correspon a clon de ceél-lules que no expressava
BMPRII(T803fs). Tots els clons que es mostren van resultar ser positius i regulats
per tetraciclina. El clon #15 va ser escollit per a realitzar la resta d’experiments. (B)
El clon de C2C12 que expressava BMPRII natiu (BMPRII), el clon BMPRII amb la cua
citoplasmatica truncada (BMPRII(T803fs)) i cél-lules C2C12 salvatges es van tractar
amb 100 ng/ml tetraciclina durant 24 h, es van depleccionar de FBS 16 h i es van
estimular amb BMP-2 30 min. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot
amb els anticossos indicats. (C) El clon de C2C12 que expressava BMPRII natiu
(BMPRII) i el clon BMPRII amb la cua citoplasmatica truncada (BMPRII(T803fs)) es
van tractar amb 100 ng/ml tetraciclina durant 24 h i es van depleccionar de FBS 16
h. Es van fer les ferides a les monocapes de cél-lules confluents i es van deixar
recuperar en preséncia o abséncia de BMP-2 i de tetraciclina durant 24 h. L’analisi
quantitatiu mostra el percentatge d’area envaida i es va obtenir de minim tres
camps fotografiats obtinguts en tres experiments independents. Els valors
representen la mitja £ ES (p=0.28, One-way ANOVA i Bonferroni’'s multiple
comparison test).
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8. La via de senyalitzacié de p38MAPK esta implicada en els
efectes de BMP-2 en la mobilitzacié del citoesquelet d’actina
i la migracio cel-lular

De les vies de senyalitzacié activades en resposta als membres de
la superfamilia de TGFB Smads-independents, la ruta més ben
caracteritzada és la de p38MAPK (Derynck and Zhang, 2003), no obstant el
mecanisme d’activacié d'aquesta ruta de senyalitzacié per part de les BMPs
és encara forca desconegut (Kimura et al., 2000; Nakamura et al., 1999;
Nohe et al., 2002; Yamashita et al., 2008). Per tal d'aprofundir en I'estudi
de la regulacié de processos que impliquen la mobilitzacié dels citoesquelet
d’actina en resposta a BMP-2 es va analitzar la participacié de la via de
senyalitzacié de p38.En primer lloc es va caracteritzar I'activacié de p38 en
resposta a BMP-2. L'estimulacié de cél-lules C2C12 amb BMP-2 induia la
fosforilacié de p38 en Thr180/Tyr182 (Figura R23 A), tal i com ja havia
estat descrit anteriorment per altres grups (Gallea et al., 2001; Vinals et
al., 2002). La proteina p38 és una quinasa que s’activa per estimulacio
amb factors de creixement i citoquines proinflamatories perd també en
resposta a una gran varietat de situacions que indueixen estrés cel-lular
com el xoc osmotic i la llum UV (Freshney et al., 1994; Han et al., 1994;
Lee et al., 1994; Rouse et al., 1994). Tenint en compte aix0, i per
confirmar que l'activacié de p38 per part de BMP-2 observada era una
resposta directe i especifica de BMP-2, i no producte d’haver provocat una
situacio d’estrés cel-lular o una resposta indirecte d’algun factor secretat
per l'estimulaci6 amb BMP-2, es va realitzar un assaig amb medi
condicionat. L'assaig va consistir en estimular cél-lules amb BMP-2 i
després de 30 min prendre el sobrenedant que contenia el BMP-2 que no
havia estat internalitzat i tots aquells factors que les cel-lules haguessin
pogut secretar al medi en resposta a I'estimulacié amb BMP-2. Es va retirar
aquest sobrenedant, al qual se li va donar el nom de medi condicionat, i se
li va addicionar Noggin, un antagonista de BMPs que evita que aquestes
interaccionin amb els seus receptors de membrana. Finalment el medi
condicionat en el que haviem antagonitzat el BMP-2 amb Noggin s’utilitza
per estimular una nova placa de cél-lules. Tal i com es mostra a la Figura
R23 B, en ceél-lules estimulades amb el medi condicionat amb BMP-2 al que
haviem afegit Noggin no es detectava fosforilacié de p38, fet que verificava
qgue l'activacio de p38 per part de BMP-2 era directa i especifica.
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Figura R23. BMP-2 indueix la fosforilacié6 de p38 de manera especifica. (A)
Cél-lules C2C12 es van estimular amb BMP-2 els temps indicats i els lisats cel-lulars
es van analitzar per western blot amb anticos anti-p38-P(Thr180/Tyr182) i
posteriorment es van reincubar les membranes amb anti-tubulina. (B) Cél-lules
C2C12 depleccionades de FBS 16 h es van estimular amb BMP-2 30 min. Es va
recollir el medi i se li va afegir 0.6 pg/ml Noggin, es va incubar 5 min i es va utilitzar
aquests medi (Medi condicionat) per a estimular cél-lules préviament depleccionades
de FBS 16 h. Després de 45 min d’estimulaci6 amb el medi condicionat es van
preparar lisat cel-lulars i es van analitzar amb I’anticos anti-p38-P(Thr180/Tyr182).

L’activacid de p38 en resposta a membres de la superfamilia de
TGFB ha estat implicada en diversos processos bioldogics que impliquen la
mobilitzacié del citoesquelet d’actina com, per exemple, la migracié de
cel-lules de muscul llis en resposta a TGFB (Hedges et al., 1999), la
diferenciacido neuronal de cél-lules PC12 estimulades amb BMP-2 (Iwasaki
et al., 1999), la transdiferenciacié epitelio-mesenquimal induida per TGFB
(Bakin et al., 2002; Bhowmick et al., 2001b), la diferenciacié dels
cardiomiocits estimulats amb BMP (Monzen et al., 1999) i la morfogenesis
de cél-lules epitelials dependent de BMP-7 (Hu et al., 2004). Per avaluar la
participacid de p38 en els efectes de BMP-2 sobre la reorganitzacié del
citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular es va analitzar l'efecte de
SB203580, un inhibidor especific de I'activitat de p38 que competeix amb
I’ATP pel mateix lloc d'uniéo a p38. Com es mostra a la Figura R24 A, en
presencia de SB203580, |'estimulaci6 amb BMP-2 no anava acompanyada
d’un increment en la formacié de protrusions d’actina; fet que suggereix
gue l'activitat de p38 és indispensable perqué BMP-2 dugui a terme la
mobilitzacié del filaments d’actina. Tenint en compte aquests resultat, es
va analitzar si la migracié cel-lular induida per BMP-2 també era dependent
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de p38. Es va realitzar l'assaig de ferida i es va observar que, aixi com
BMP-2 induia una acceleraci6 en el tancament de la ferida, quan es
preincubava les cél-lules amb SB203580 s’abolia dit increment de la
migracio cel-lular (Figura R24 B).
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Figura R24. L'activitat p38 esta implicada en els efectes de BMP-2 sobre la
mobilitzacié del citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular. (A) Cél-lules
C2C12 es van tractar amb citoD juntament amb DMSO o amb 10 pyM SB203580
durant 30 min h i després d’eliminar la citoD es van estimular les cél-lules amb BMP-
2 i DMSO o 10 uM SB203580 durant 1 h. Els filaments d’actina van ser visualitzats
amb fal-loidina conjugada a TRITC utilitzant el microscopi de fluorescéncia. Les
fletxes senyalen cél-lules amb protrusions d’actina. La barra correspon a 20 um.
També es mostra |'analisi quantitatiu del percentatge de cél-lules que presentaven
protrusions d’actina. Els valors corresponen a la mitja £ ES de tres experiments
independents (*p<0.05, test t de Student). (B) Cél-lules C2C12 depleccinades de
FBS es van tractar amb DMSO (-) o 10 uM SB203580 2 h (+), es van fer les ferides
a les monocapes confluents i es van deixar recuperar en preséncia o abséncia 10 pM
SB203580 i de BMP-2 24 h. L'analisi quantitatiu mostra el percentatge d’area
envaida i es va obtenir de minim tres camps fotografiats obtinguts en tres
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experiments independents. Els valors representen la mitja £ ES (*p<0.001, One-
way ANOVA i Bonferroni’s multiple comparison test).

Posteriorment es va estudiar quins altres components de la via de
senyalitzacié de p38 estaven involucrats en la regulacié6 de la migracié
cel-lular en resposta a BMP-2. MK2 i hsp27 han estat descrits com les
dianes downstream de p38 involucrades en processos que impliquen la
mobilitzacio del citoesquelet d’actina (Guay et al., 1997; Landry and Huot,
1999; Rousseau et al., 1997). Hsp27 es comporta com una proteina cap-
binding dels filaments d’actina i, en la seva forma no fosforilada, inhibeix la
polimeritzacié d’actina. La fosforilacié de hsp27, per part de MK2, permet
I'alliberacié d’aquesta de I'extrem (+) dels filaments d’actina, donant lloc a
I'estimulacié de la polimeritzacié dels filaments d’actina (Landry and Huot,
1999). D’aquesta manera, s’ha descrit que la fosforilaci6 de hsp27 en
resposta a l'activacié6 de p38/MK2 regula la dinamica del citoesquelet
d’actina en resposta a diversos factors de creixement (During et al., 2007;
Hedges et al., 1999; Huot et al., 1998; Lavoie et al., 1993; Pichon et al.,
2004; Rousseau et al., 2000). En cel-lules C2C12 es va observar que
I'estimulacid amb BMP-2 induia la fosforilacié tant de MK2 com de hsp27, i
que aquestes fosforilacions eren sensibles a SB203580 (Figura R25). En
preséncia de SB203580 i de BMP-2 es van observar uns nivells de
fosforilaci6 de p38 més elevats que quan s’estimulaven les cél-lules
Unicament amb BMP-2, fet que no és sorprenent doncs s’ha descrit que la
inhibicié de I'activitat p38 per part de SB203580 inhibeix també la fosfatasa
encarregada de defosforilar p38 a nivell traduccional (Hu et al., 2007). Els
resultats mostraven que l'activaciéo de MK2 i hsp27 era sensible a I'inhibidor
SB203580, de la mateixa manera que ho era la reorganitzacié del
citoesquelet d’actina i la migracid cel-lular, fet que suggereix que p38
podria estar regulant dits efectes a través de l'activacié de MK2 i hsp27.
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Figura R25. BMP-2 indueix la fosforilacié6 de MK2 i hsp27. Cél-lules C2C12 es
van incubar amb DMSO o amb 5 pM SB203580 30 min i es van estimular amb BMP-2
els temps indicats en preséncia o abséncia de 5 yM SB203580. Els lisats cel-lulars es
van analitzar per western blot amb anticos anti-p38-P(Thr180/Tyr182), anti-MK2
(l'asterisc senyala la banda amb una mobilitat relativa més retrassada que correspon
a la forma fosforilada de MK2) i hsp27-P(Ser86).
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Fins al moment s’han clonat 4 gens que codifiquen per p38MAPK:
p38a, p38B, p38y i p38d. Encara que les diferents isoformes de p38
comparteixen especificitat per diferents substrats, alguns substrats
semblen ser preferentment fosforilats per una o més isoformes (Nebreda
and Porras, 2000). Tal i com es mostra a la Figura R26 A, en les cel-lules
C2C12 es va detectar per western blot que la isoforma més abundant era
p38a i en menys quantitat també es detectava I'expressié de p38y. Amb
els anticossos dissenyats contra p38B i p38d utilitzats no es va obtenir
senyal. Aquestes observacions concordaven amb els resultats obtinguts per
altres investigadors en la mateixa linia cel-lular (Perdiguero et al., 2007).
Aqguest resultat, juntament amb el fet que MK2 s’ha descrit que és un
substrat especific de p38a i p38B (Goedert et al., 1997) i que SB203580
inhibeix Unicament l'activacié de p38a i p38B (Cuenda et al., 1995), permet
deduir que els efectes que s’havien descrit en resposta a BMP-2 i sensibles
a SB203580, eren regulats per p38a.

La contribucié especifica de p38a en la reorganitzacio el
citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular dependent de BMP-2 es va
analitzar utilitzant la linia de fibroblasts embrionaris de ratoli (MEF)
deficients en p38a (p38a -/-). Una vegada es va haver verificat I'abséncia
de la isoforma p38a en les MEFs (Figura R26 B), es va analitzar I'estat de la
via de senyalitzacié de p38 en resposta a BMP-2 en aquestes cél-lules. En
les MEFs salvatges, l'estimulaci6 amb BMP-2 induia l'activacié de MK2 i
hsp27 a un temps molt similar a I'observat en les C2C12 (Figura R26 C), no
obstant en les MEFs p38a -/- no es va observar fosforilacié6 de MK2 o
hsp27, fet que no sorprenia doncs s’ha descrit que sén substrats especifics
de fosforilacié de la isoforma p38a. L'analisi dels nivells de fosforilacio de
p38 en mostres de MEFs p38a-/- mostrava una banda sensible a
I'estimulaci6 a BMP-2 que probablement correspon a la isoforma p38y
fosforilada ja que les cel-lules MEFs expressen quantitats semblants de
p38a i p38y. Si es compara la mobilitat de la banda corresponent a la
forma fosforilada de p38 de les MEFs p38a-/- i de les MEFs salvatges, es
veu com en les MEFs p38a-/- la banda esta una mica retardada, fet que
resulta coherent amb el fet que p38y (46 kDa) té un pes molecular una
mica més elevat en comparacié amb p38a (43 kDa).

116



Resultats

MEFs
C2C12

=) wt p38a-/-
P30 ol
p38B p38a

s

C D
wt p38a-/- 100+
e
_tSB _*SB ;5 804 *k
[0
o
.llu 60_
>
b5
@ 40—
o
T
0-— ———
wt p38a-/-

Figura R26. p38a participa en el control de la migracié induida per BMP-2.
(A) Es van obtenir lisats de cél-lules C2C12 i es van analitzar per western blot amb
anticossos contra les diferents isoformes de p38. (B) Quantitats equivalents de lisats
cel-lulars de fibroblasts embrionaris de ratoli salvatges (MEFs wt) i deficients en
p38a (MEFs p38a-/-) es van analitzar amb els anticossos indicats. (C) Cel-lules MEFs
salvatges (MEFs wt) i MEFs deficients en p38a (MEFs p38a-/-) es van depleccionar
de FBS 16 h, es van incubar amb DMSO o amb 5 uM SB203580 30 min i es van
estimular amb BMP-2 els temps indicats en preséncia o abséncia de 5 yM SB203580.
Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot amb els anticossos indicats. (D)
Cel-lules MEFs salvatges (MEFs wt) i MEFs deficients en p38a (MEFs p38a-/-) es van
depleccionar de FBS 16 h i després de fer les ferides es van deixar migrar 24 h en
preséncia o abséncia de BMP-2. Es mostra I'analisi quantitatiu del percentatge d’area
envaida obtingut en tres experiments independents. Els valors representen la mitja
+ ES (*p<0.001 comparat amb la corresponent condicié6 en abséncia de BMP-2,
One-way ANOVA i Bonferroni’s multiple comparison test).

Segons els resultats obtinguts amb el tractament amb SB203580
de les cél-lules C2C12, la inhibici6 de p38 anul-lava completament la
migracio induida per BMP-2. En tant en que en les cel-lules C2C12 només
haviem pogut detectar I'expressid de les isoformes p38a i p38y, i p38y no
s’ha descrit que tingui com a substrat especific MK2 ni que sigui sensible
als efectes inhibitoris de SB203580, sembla probable que p38a sigui la
isoforma de p38 que regula els efectes de BMP-2 sobre la migracié
cel-lular. Per verificar la participacié de la isoforma p38a, es va analitzar la
migracié en resposta a BMP-2 de les cél-lules MEFs p38a-/- mitjangant
|'assaig de ferida. Tal i com es mostra a la Figura R26 D, les MEF que no
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expressen p38a presentaven una migracié basal reduida en comparacié
amb les MEFs salvatges, fet que ja havia estat descrit per altres autors
(Rousseau et al., 2006). A més a més, la migracié de les MEFs p38a-/- en
resposta a BMP-2 també es veia molt reduida en comparacié amb la linia
cel-lular salvatge. El conjunt d‘aquests darrers resultats apuntaven a que
es tracte concretament p38a qui jugava un paper clau en els mecanismes
de senyalitzacié de transduccié de senyals regulats per BMP-2 en el control
de la migracio6 cel-lular.

Tenint en compte els resultats mostrats anteriorment en relacié a la
regulacié de la migracid cel-lular per part de BMP-2 a través de la via de
senyalitzaci6 PI3K/Cdc42-Pak-LIMK1, vam analitzar si algun dels
components d’aquesta ruta estava regulant l'activacio de la via de
senyalitzacié de p38. Els resultats obtinguts suggereixen que l'activacié de
p38 per part de BMP-2 és independent de la ruta PI3K/Cdc42-Pak-LIMK1:
i) la sobreexpressiéo d’'un mutant dominant negatiu de Cdc42 no alterava la
capacitat de BMP-2 de fosforilar p38 (Figura R27 A); ii) la sobreexpressio
d’una forma constitutivament activa de Pakl o una forma que actua com a
dominant negatiu no afectava l'activacié de p38 es resposta a BMP-2
(Figura R27 B). No hem demostrat que PI3K no estigui involucrada en
I'activacié d’algun dels components de la via de p38 ja que aquesta opcid
és poc probable doncs no s’ha trobat en la literatura cap publicacié que
descrigui que algun factor de creixement o citoquina reguli la migracio a
partir de p38, i que l'activitat de p38 estigui modulada per PI3K.
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Figura R27. L'activaci6 de la via de senyalitzacié de p38 per part de BMP-2
és independent de l'activitat de Cdc42 i Pakl. (A) Cél-lules C2C12 es van
transfectar amb plasmidis que codifiquen per un plasmidi control (pcDNA3), GFP-
Cdc42 natiu (wt-GFP) i GFP-Cdc42 dominant negatiu N17 (N17-GFP) i es van
estimular amb BMP-2 1h. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot amb
anticos anti-p38-P(Thr180/Tyr182) i anti-GFP. (B) Cél-lules C2C12 es van transfectar
amb plasmidis que codifiquen per GFP, Pakl constitutivament actiu H83,86L amb el
epitop myc (Pakl-HL myc) o el domini inhibidor de Pakl PID(aa83-149) amb el
epitop myc (Pakl1l-PID myc) i es van estimular amb BMP-2 40 min. Els lisats
cel-lulars es van analitzar per western blot amb anticos anti-hsp27-P(Ser86).

Els resultats descrits fins al moment mostren que p38 regula la
migracid cel-lular en resposta a BMP-2 i suggereixen que ho fa de manera
independent a la via de senyalitzaciéo PI3K/Ccd42-Pak-LIMK1. Tenint en
compte que en resposta a BMP-2 s’havia observat |'activacio de MK2 i
hsp27, es va analitzar si p38 regulava la dinamica del citoesquelet d’actina
i la migracié cel-lular a través de l'activacio de MK2 i hsp27. Per a dur a
terme aquest objectiu es va avaluar la resposta de la linia MEF deficients
en MK2 a l'estimulaci6é amb BMP-2. L’analisi per western blot de les
cel-lules mostrava una abséncia total de MK2 en les MEFs MK2-/-, tal i com
era esperable, i uns nivells de P-p38 elevats en comparacié amb la linia de
MEFs salvatge coherents amb els resultats publicats que indiquen que la
fosfatasa encarregada de defosforilar p38 és regulada per la propia ruta de
p38, per sota del nivell de MK2 (Hu et al., 2007) (Figura R28 A). Tal i com
es mostra a la quantificacié de l'assaig de ferida realitzat amb les MEFs
MK2-/- (Figura R28 B), i en coheréncia amb els resultats obtinguts amb les
MEFs p38a-/-, en preséncia de BMP-2 no s’observava una acceleracié en el
tancament de la ferida en els experiments realitzats amb la linia deficient
en MK2 en comparacié amb la linia salvatge. Aquest resultat suggereix que
I'activaci6 de MK2 resulta critica en la via de transduccié de senyals
implicada en la regulacié per part de BMP-2 de la migracié cel-lular.
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Figura R28. MK2 participa en la migracié induida per BMP-2. (A) Cél-lules
MEFs salvatges (MEFs wt) i MEFs deficients en MK2 (MEFs MK2-/-) es van estimular
amb BMP-2 els temps indicats. Els lisats cel-lulars es van analitzar per western blot
amb anticos anti-p38-P(Thr180/Tyr182) i anti-MK2-P(Thr334). (B) Cél-lules MEFs
salvatges (MEFs wt) i MEFs deficients en MK2 (MEFs MK2-/-) es van depleccionar de
FBS 16 h i després de fer les ferides es van deixar migrar 24 h en preséncia o
abséncia de BMP-2. Es mostra |'analisi quantitatiu del percentatge d’area envaida
obtinguts en tres experiments independents. Els valors representen la mitja £ ES
(*p<0.001 comparat amb la corresponent condicié en abséncia de BMP-2, One-way
ANOVA i Bonferroni’s multiple comparison test).

Per a comprovar que BMP-2 estava regulant directament la
mobilitzacié del citoesquelet d’actina i la migracid cel-lular a partir del
control de la proteina hsp27, es van transfectar cél-lules C2C12 amb un
plasmidi que codifica per una forma de hsp27 que actua com a dominant
negatiu i les vam sotmetre a |'assaig de ferida. Tal i com es mostra a la
figura R29, la velocitat de migracié de les cél-lules que expressen la forma
dominant negativa de hsp27 es veu reduida en comparacid6 amb les
cél-lules transfectades amb un plasmidi control. Les cél-lules que havien
estat transfectades amb una forma constitutivament activa de hsp27
mostraven una eficiencia de migracié basal i en resposta a BMP-2 molt
semblant a cél-lules transfectades amb un plasmidi control. Aquest altim
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resultat suggereix que la via de senyalitzaci6 de p38 té un caracter
permissiu en la migracid cel-lular en resposta a BMP-2. Aquests resultats
sOn coherents amb els obtinguts per altres autors en cél-lules de muscul llis
en resposta a PDGF (Pichon et al., 2004) i en neutrofils incubats amb
certes toxines (During et al., 2007), fet que fa pensar que la participacié de
hsp27 downstream de p38 en la regulacié de la migracid cel-lular a través
del control de la dinamica del citoesquelet d’actina és un mecanisme
general.
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Figura R29. Hsp27 participa en la regulaciéo per part de BMP-2 de la
dinamica del citoesquelet d’actina. Cel-lules C2C12 es van transfectar amb el
plasmidi que codifica per GFP o amb el que codifica per la forma de hsp27 no
fosforilable (hsp27-AA) o constitutivament activa (hsp27-EE) juntament amb GFP i
24 h després es van depleccionades les cél-lules amb DMEM-0.1% FBS. Es van fer
les ferides a les monocapes de cel-lules confluents i es van deixar recuperar en
preséncia o abséncia de BMP-2 12 h. Es mostra |'analisi quantitatiu de les cél-lules
transfectades que havien migrat en vuit camps triats a |'atzar en tres experiments
independents. Els valors corresponen a la mitja £ ES (*p<0.001 comparat amb la
corresponent condicié en abséncia de BMP-2, One-way ANOVA i Bonferroni’s multiple
comparison test).
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DISCUSSIO

En el present estudi es descriuen els efectes de BMP-2 en la
dinamica del citoesquelet d’actina i la seva participacié en la polaritzacio i
la migracié quimiotactica en cel-lules C2C12. Els resultats obtinguts
demostren que BMP-2 regula aquests efectes a través de l'activacié de vies
de senyalitzacid que involucren Cdc42, PI3K i p38MAPK, i que regulen
proteines que tenen un impacte directe sobre la polimeritzacié d’actina
(Figura D4). En conjunt, les dades presentades suggereixen noves vies de
senyalitzacié activades en resposta BMP-2 que relacionen els receptors de
membrana amb la dinamica del citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular.

1. Impacte de BMP-2 en la dinamica dels filaments
d’actina i la migracié cel-lular quimiotactica

Gradients de concentracid de les BMPs son responsables de la
migracié de cel-lules durant la morfogénesi embrionaria i la progressio
tumoral. Estudis previs demostren que les BMPs regulen la migraciéo de
cel-lules malignes (Langenfeld et al., 2003; Rothhammer et al., 2005), aixi
com la quimiotaxis de cel-lules del llinatge osteoblastic (Lind et al., 1996;
Sotobori et al., 2006), progenitors mesenquimals (Fiedler et al., 2002) i
cél-lules endotelials (de Jesus Perez et al., 2009). Malgrat els nombrosos
treballs encaminats a descriure com les BMPs regulen la migracid cel-lular
tant durant I'embriogénesi embrionaria com en processos tumorals, fins al
moment no es coneixien els mecanismes moleculars implicats en aquest
procés. Els resultats presentats en aquest treball demostren que BMP-2
indueix la migracié cel-lular quimiotactica en cél-lules C2C12. Les
evidéncies experimentals que ens permeten arribar a aquesta conclusid

123



Discussio

son: i) I'analisi de la migracio cel-lular mitjangant I'assaig de ferida indica
que en presencia de BMP-2 la ferida és repoblada més eficientment i que
aquest efecte és independent de la sintesis proteica de novo i de la
proliferacié cel-lular (Figura R1); ii) els resultats obtinguts en I'aproximacio
experimental basada en I'Gs de la Camera de Boyden mostren que la
migracié induida per BMP-2 té caracter quimiotactic a favor de gradient de
concentracid (Figura R2).

Alguns autors han suggerit que les BMPs regulen la migracio
cel-lular a través del control de la unié de les cél-lules a la matriu
extracel-lular. No obstant, no queda clar com BMP-2 controla el procés
d’adhesié cel-lular doncs existeix certa discrepancia entre els treballs
publicats al respecte. Alguns autors suggereixen que la senyalitzacio
induida per les BMPs modula [I'expressid d’integrines a nivell
transcripcional, donant lloc a un augment d’aquestes proteines d’adhesié a
la matriu extracel-lular (Jikko et al., 1999; Nissinen et al., 1997; Shah et
al., 1999). No obstant, altres autors suggereixen que |‘estimulacié amb
BMP-2 no implica un canvi a nivell del control transcripcional de les
integrines sind una modulacié de la senyalitzacié entre la proteines de la
matriu extracel-lular i les integrines, i no obstant no es coneixen els
mecanismes mitjangant els quals BMP-2 modula la senyalitzacié de les
integrines, s’ha proposat que les BMPs augmenten I'estabilitat de les
adhesions cel-lulars principalment a través de la fosforilacio de FAK,
proteina clau en la formacié d’adhesions focals (Sotobori et al., 2006). Els
nostres resultats mostren que, en la linia cel-lular mioblastica C2C12, BMP-
2 no indueix canvis en els processos d’adhesid ni spreading cel-lular (Figura
R3), i coherentment amb aquests resultats, tampoc s’ha detectat que
I'estimulaci6 amb BMP-2 modifiqui els nivells de fosforilaci6 de FAK
(resultats no mostrats). Aquests resultats sdn consistents amb el resultats
gue mostren que BMP-2 indueix l'activitat de Cdc42 pero no la de Rac
(Figura R9), ja s’ha descrit que Rac és la principal Rho GTPasa involucrada
en processos d’adhesid. En aquest context, s’ha descrit que cél-lules MEFs
en les que s’ha eliminat I’'expressié de Racl presenten una reduccié en la
capacitat de spreading (Guo et al., 2006). Es probable que les diferéncies
entorn a la participacié de BMP-2 en els processos d’adhesid i spreading
siguin degudes a la linia cel-lular utilitzada i/o al tipus de matriu en el que
s’han sembrat les cél-lules per a realitzar I'assaig d’adhesié. En el nostre
cas es va utilitzar gelatina, una matriu inerta, per realitzar els experiments
d'adhesié i spreading; no obstant, en els treballs que suggereixen la
regulacié de les integrines per part de les BMPs, utilitzen substrats com la
fibronectina o la laminina, components de la matriu extracel-lular que
s'uneixen a les integrines de membrana i poden actuar com a transductors
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de senyals intracel-lulars en la regulacié de processos que involucren la
mobilitzacié dels filaments d’actina (Bitterman et al., 1983; Clark et al.,
1988; Pacifici et al., 1992).

L'analisi dels efectes de BMP-2 sobre la dinamica del citoesquelet
d’actina suggereix que BMP-2 regula la migracid a través de la regulacio de
la polimeritzacié dels filaments d’actina. Aquesta conclusid es base en
I'observaci6 que BMP-2 indueix |'aparicié de protrusions d’actina i la
polaritzacié cel-lular, un fenotip morfoldgic associat a la migracid cel-lular
(Figura R4 i R6). Els canvis a nivell del citoesquelet d’actina que depenen
de BMP-2 es caracteritzen per ser: i) un efecte que té lloc a temps curts
(Figura R4 i R6), fet que suggereix que no requereix la sintesi proteica de
novo i que, per tant, és independent de l'activitat transcripcional; ii) un
efecte transitori, doncs s’ha analitzat els canvis en la dinamica dels
filaments d’actina fins a 24 h i s’'ha observat que les protrusions d‘actina
son evidents fins a les 2 h i després les cél-lules recuperen el seu aspecte
inicial en forma d’abundants i robustes fibres d’estrés (Figura R6 C); iii)
independents de l'organitzaciéo basal dels filaments d’actina (Figura R4 i
R6); iv) un efecte que no involucra la via de senyalitzacié canonica de les
Smads (Figura R7).

Diverses evidéncies experimentals indiquen que BMP-2 regula la
dinamica del citoesquelet d’actina de manera independent a les proteines
Smad. En primer lloc, els estudis realitzats en la linia cel-lular HCT116
delecionada per Smad4 mostren que la formacié de protrusions d’actina per
part de BMP-2 no es veu compromesa en abséncia del cofactor comu de la
ruta de les Smads (Figura R7 B). Aquest resultats coincideixen amb els
resultats publicats per altres grups que han descrit que altres membres de
la superfamilia de TGFB, com TGFB i Activina, regulen l'organitzacié del
citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular de manera independent de les
Smads (Edlund et al., 2002). En segon lloc, ens basem en els resultats
obtinguts en relacié a Smad7. La proteina Smad7 és un regulador negatiu
de la senyalitzacié per TGFB que s’uneix als receptors de la familia de TGFB
de tal manera que evita la fosforilacié de les R-Smads i situa l'ubiquitina
lligasa Smurf prop del complex receptor, induint aixi la ubiquitinitzacio i
degradacio dels receptors (Moustakas et al., 2001; Ten Dijke et al., 2002).
Hem demostrat que cél-lules que sobreexpressen Smad7 presenten una
organitzacio dels filaments d’actina basal i en resposta a BMP-2 igual que la
condicié transfectada amb un plasmidi control (Figura R7 B), fet que
suggereix que Smad7 no esta involucrat en la reorganitzacié del
citoesquelet d’actina a temps curts induida per BMP-2 en ceél-lules C2C12.
La participacio de Smad7 en processos que impliquen mobilitzacio del
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citoesquelet d’actina en resposta a TGFB ha estat discutida en diverses
publicacions i no s’ha arribat a un consens en relacié a la seva funcio.
Alguns estudis suggereixen que la Smad7 inhibidora esta implicada en
I'activacio retardada (12-24 h) de Cdc42 per part de TGFB en cél-lules de
carcinoma de prostata (Edlund et al., 2004), mentre que altres grups han
demostrat que en cél-lules Swiss3T3 estimulades amb TGFB durant 3 h,
I'expressid ectopica de Smad7 té un paper inhibitori en la reorganitzacié del
citoesquelet d’actina i I'activacié de Rho (Vardouli et al., 2005). Per altra
banda, altres estudis descriuen que TGFB regula el procés de
transdiferenciacié epitelio-mesenquimal de manera dependent de RhoA i
gue aquest no es veu afectat per la sobreexpressio de Smad7 (Bhowmick
et al., 2001a). Una possible explicacié de perqué Smad7 pot actuar algunes
vegades com a regulador positiu i altres com a regulador negatiu suggerim
que pot estar relacionat amb el temporalitat del procés, modificacions post-
traduccionals de Smad7, reclutament de proteines reguladores del receptor
de tipus I encara desconegudes o simplement dependre del tipus cel-lular i
del procés que involucra la mobilitzacié del citoesquelet d’actina motiu
d’estudi.

En conjunt aquests resultats mostren que BMP-2 regula la dinamica
del citoesquelet d’actina a través d'un mecanisme independent de la ruta
canonica de transcripcid de Smads. Aquests resultats son consistents amb
els obtinguts per altres grups que han descrit la participacié d‘altres
membres de la familia de les BMPs en el control de la dinamica del
citoesquelet d’actina i, no obstant existeix certa discrepancia entre els
mecanismes mitjangant els quals les BMPs regulen aquest procés, dels
diferents treballs es desprén la mateixa conclusi6 a la que arribem
nosaltres, que es tracta d'un efecte Smad-independent (Edlund et al.,
2002; Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2004; Ng, 2008; Wen et al.,
2007; Zhang et al., 2005).

2. BMP-2 i els mecanismes moleculars involucrats en el
control de la dinamica del citoesquelet d’actina i la
migracio cel-lular.

Participacio de la GTPasa Cdc42 i de PI3K.

Les proteines implicades classicament en la mobilitzacié del
citoesquelet d’actina i la polaritzacié cel-lular sén les petites GTPases de la
familia Rho, que inclouen RhoA, Racl i Cdc42. En general, s'assumeix que
Rho regula I'acoblament de filaments contractils al llarg del cos cel-lular i al
front posterior, mentre que Rac i Cdc42 regulen la polimeritzacié d’actina al

126



Discussi6

front d’avang i concretament Cdc42 s’ha descrit que resulta critic en
I’'establiment de la polaritzacié cel-lular (Raftopoulou and Hall, 2004).

Els resultats obtinguts en els estudis inicials d'aquest treball
suggerien la participacid concretament de les Rho GTPases Rac i Cdc42 en
els efectes de BMP-2 en la dinamica del citoesquelet d’actina ja que: i) en
els experiments de migracid cel-lular mitjancant l'assaig de ferida s’observa
gue en presencia de BMP-2 la ferida és repoblada més eficientment, i un
dels primers canvis morfologics que s’observen és la polaritzacid de les
cél-lules del limit de la ferida (Figura R1). Aquesta observacidé suggereix
que BMP-2 podria afectar la migracio cel-lular fent que resulti més eficient
el procés de polaritzacio i formacié del front d’avang, processos dependents
de l'activitat de Rac i Cdc42 (Etienne-Manneville and Hall, 2002); ii) en els
experiments de migracié utilitzant la Camera de Boyden es demostra que
BMP-2 indueix la migracié a favor de gradient de concentracié (Figura R2) i
el primer canvi que adopta la ceél-lula en un procés de migracié
quimiotactica és la polaritzacié cel-lular, procés que com ja hem comentat
esta orquestrat principalment per Rac i Cdc42; iii) les protrusions d’actina
induides pel tractament de cél-lules C2C12 amb BMP-2 tenen un aspecte
molt similar als ruffles de membrana, estructures classicament associades
a l'activacié de Cdc42 (Figura R4) (Raftopoulou and Hall, 2004); iv) BMP-2
indueix la formacié de filopodis en ceél-lules Swiss3T3, efecte que s’ha
descrit que depéen exclusivament de l'activacié de Cdc42 (Figura R8)
(Nobes and Hall, 1999).

Els experiments dissenyats per analitzar els nivells d’activacié de
les proteines Rac i Cdc42 demostren que BMP-2 activa de manera
especifica Cdc42 i que dita activacido ocdrrer en paral-lel a I'aparicié de
protrusions d’actina a la membrana cel-lular en resposta a BMP-2 (Figura
R9 B). El fet que no es detectin canvis en els nivells d’activacié endogens
de Rac simultaniament a Cdc42 és consistent amb el model classic de
participacioé de les GTPases en la migracié cel-lular segons el qual I'activacio
de Cdc42 és imprescindible en la fase inicial per establir la polaritzacid
cel-lular i Rac esta involucrada, juntament amb Cdc42, en el manteniment
de la morfologia polaritzada (Raftopoulou and Hall, 2004). De fet, una
observacié comu en cél-lules en que s’ha eliminat I'expressié de Cdc42 és
una reduccid de l'activitat de Rac (Czuchra et al., 2005; Wu et al., 2007).
Els nostres resultats també demostren que l'activacié de Cdc42 resulta
imprescindible perqué BMP-2 indueixi la mobilitzacié del citoesquelet
d'actina i la migracié quimiotactica (Figura R10). Malgrat que no es
coneixen els mecanismes mitjancant els quals les BMPs activen Cdc42,
altres autors també han descrit la seva participacié en els canvis en la
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organitzacié del citoesquelet induits per altres membres de la superfamilia
de TGFB (Bhowmick et al., 2001a; Edlund et al., 2002; Edlund et al., 2004;
Lee-Hoeflich et al., 2004; Ricos et al., 1999); per tant, és possible que els
receptors per BMPs i TGFB utilitzin una via de senyalitzaci6 comu per
activar Cdc42.

PI3K i els seus productes lipidics PIP; han estat implicats en el
control de la migracié cel-lular i la polaritzacié (Stephens et al., 2002). En
el nostre model cel-lular hem demostrat que BMP-2 activa PI3K ja que
I'estimulacié amb el factor indueix la fosforilacio de Akt en Ser473 (Figura
R11 A). L'activacié de PI3K en resposta a BMP-2 ha estat descrita per
altres grups, de tal manera que l'activacié de PI3K per part de BMP-2 s’ha
descrit que esta implicada en la diferenciacié d’osteoblasts (Ghosh-
Choudhury et al., 2002), en el procés de contraccié i prevencid de
I'apoptosi en cardiomiocits (Ghosh-Choudhury et al., 2003; Sugimori et al.,
2005) i en la transformacié de cél-lules de cancer de pulmé (Langenfeld et
al., 2005). El present treball és el primer que demostra que BMP-2 regula
la mobilitzacio del citoesquelet i la migracié de cél-lules C2C12 a través de
I'activacié de PI3K (Figura R11 BiC). No es coneixen amb profunditat els
mecanismes moleculars d’activacié de PI3K per part dels membres de la
superfamilia de TGFB, no obstant, Yi et al. han demostrat que la subunitat
reguladora de PI3K p85 es pot associar, indirectament a través d'un
element desconegut fins al moment, amb els receptors de TGF-$ de tipus I
i de tipus II de tal manera que el receptor de tipus I activa la PI3K de
manera dependent de lligand (Yi et al., 2005). En la majoria de linies
cel-lulars estudiades, s'ha descrit que la migracié en resposta a multiples
estimuls esta associada a la generacié de PIPs i, per tant, a l'activacio de
PI3K de classe I. No obstant, la contribucié especifica de les diferents
isoformes de PI3K a aquesta funcid cel-lular Unicament ha estat descrita
per PI3Ky i PI3KJ, en resposta a agents quimiotactics, i per PI3KB i PI3KJ,
en resposta a factors de creixement (Camps et al., 2005; Puri et al., 2004;
Sadhu et al., 2003; Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999). Els nostres
resultats demostren que la participaci6 de PI3K de classe IA,
especificament de p110a, en els efectes de BMP-2 en la migracio cel-lular i
en |'activacié de Akt en les cel-lular C2C12 (Figura R12).

Els resultats obtinguts suggereixen que tant l'activacié de Cdc42
com la de PI3K resulten imprescindibles en la regulacié de la dinamica del
citoesquelet d’actina per part de BMP-2, en primer lloc el perfil d’activacid
de Cdc42 i PI3K correlaciona temporalment amb la formacié de protrusions
d’actina en ceél-lules C2C12, COS-1 i Swiss3T3 estimulades amb BMP-2; i
en segon lloc I'expressié d’'un mutant dominant negatiu de Cdc42 o el
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tractament amb I'inhibidor de PI3K, LY294002, aixi com amb linhibidor
especific de PI3Ka, AS702630, bloquegen completament la formacié de
protrusions d’actina en presencia de BMP-2. Dependent del tipus cel-lular i
de l'estimul, l'activacié de Cdc42 s’'ha descrit que té lloc upstream,
downstream o en paral-lel a l'activitat PI3K (Bakin et al., 2000; Bosse et
al., 2007; Edlund et al., 2004). De fet, alguns autors han proposat que
existeix un feedback loop positiu entre els PIP; generats per les PI3K i les
petites GTPases de la familia Rho que és el responsable d’iniciar i mantenir
la polaritzacié cel-lular (Cain and Ridley, 2009; Hawkins et al., 2006; Inoue
and Meyer, 2008) (Figura D1 A). El feedback loop consisteix, per una
banda, en que I'estimulacié amb agents quimiotactics indueix I'activacio de
PI3K i l'acumulacié de PIP; al front d’avang. Aquest augment de la
concentracié localitzada de lipids a la membrana déna lloc al reclutament
de proteines efectores que contenen domini PH i a la seva activacio (Figura
D1 B). S’ha proposat que l'activacié de les proteines efectores succeeix,
segons el cas, perqué la translocacié a la membrana ddéna lloc a un
augment de la concentracié de proteines substrats i els seus interactors, o
bé es produeix un canvi conformacional que incrementa |'activitat catalitica
de les proteines efectores i/o canvia la seva afinitat pels seus interactors.
En relacié a la possible regulacié de I'activitat de les petites GTPases de la
familia Rho, s’ha descrit que la produccié de PIPs recluta a la membrana les
proteines GEFs, proteines encarregades de reclutar i afavorir I'activacié de
les GTPases, ja que aquestes presenten un domini homoleg a Dbl que s’ha
associat al domini PH, fet que les converteix en dianes potencials de la
senyalitzacié per PI3K (Schmidt and Hall, 2002) (Figura D1 B). Per altra
banda, s’ha suggerit que les GTPases activades controlen la localitzacié del
pool de PIP; per un mecanisme que involucra el citoesquelet d’actina ja que
la distribucié espacial dels filaments d’actina controla la difusié fora del
front d’avang dels PIPs (Srinivasan et al., 2003; Wang et al., 2002). Aixi,
I'acumulacié asimeétrica de PIPs; i actina al front d’avang depén d’un
feedback loop positiu en que I'acumulacié de lipids déna lloc a I'activacié d
les GTPases de la familia Rho, i les GTPases de la familia Rho activades i
I'actina polimeritzada incrementen al seu torn l'acumulacié dels lipids
(Figura D1 A).

També s’ha proposat que l'activacio localitzada de les proteines GEF
al front d’avanc en resposta a l'activacié de PI3K es podria donar perque
PI3K i les GEFs formen part d'un mateix complex de senyalitzacio.
L'existéncia de tal complex s’ha demostrat, per exemple, en el cas del GEF
Sos-1, de tal manera que la PI3K de classe I es troba en un complex
proteic que conté el RacGEF Sos-1, la proteina amb el domini SH3 Eps8 i la
proteina scaffold Abi-1. La formacié del complex s’ha descrit que és
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imprescindible per I'estimulacié de l'activitat GEF de Sos-1, i s’ha suggerit
que aquest tipus de complex es podria formar, de manera localitzada, al
front d’avang en resposta a I'estimulacié6 amb agents quimiotactics
(Innocenti et al., 2003). La participacié de les diferents isoformes de PI3K
en l'activacié de les petites GTPases de la familia Rho ha estat analitzada
en els Ultims anys en varies linies cel-lulars i s’ha demostrat que: i)
macrofags amb I'activitat PI3K3 reduida presenten uns nivells d’activacio
de RhoA incrementats i uns nivells de Racl reduits (Papakonstanti et al.,
2007); ii) la reduccié de l'activitat de PI3Ka en cel-lules endotelials déna
lloc a una disminucié de l'activitat RhoA (Graupera et al., 2008); iii) la
inhibicié de PI3Ky en monodcits indueix una disminucié de I'activitat de Racl
i Cdc42 (Ferreira et al., 2006). Aquests resultats suggereixen que les
senyals que regulen les Rho GTPases soén especifiques en funcié de la
isoforma de PI3K que s’activi i del tipus cel-lular.

Figura D1. Les GTPases de la familia Rho i els gradients de fosfatidilinositols
generats per PI3K. (A) Model exemple de l'activacié de PI3K de classe IB en el
procés de migracié cel-lular. La unié dels quimioatraients al receptor acoblat a
proteina G (GPCR) indueix la translocacié i activacié de les PI3K de classe IB a la
membrana. La PI3K activada catalitza la fosforilacié dels PIP,, de tal manera que els
PIP; resultants recluten proteines amb domini PH que posteriorment s’activen de
manera localitzada a la membrana. Algunes proteines GEF per a les Rho GTPases
son efectors de PI3K, donant lloc a I'acumulacié de Rho GTPases activades a regions
concretes de la cél-lula. Posteriorment la senyal s'amplifica per un feedback loop que
involucra la polimeritzacié d’actina. Adaptat de Merlot and Firtel (2003). (B) Efectors
principals de la senyalitzacié de PI3K de classe I en la regulacié de la dinamica del
citoesquelet d’actina. L'activaciéo dels membres de PI3K de classe I genera PIP; a la
cara interna de la membrana plasmatica. L'augment de la concentracié d’aquests
fosfolipids és detectada per multiples proteines efectores que contenen el domini PH.
La unidé de les proteines amb dominis PH als fosfolipids productes de I'activacié de
PI3K desencadena en l'activacid de dites proteines que posteriorment transmeten les
senyals iniciades a la membrana fins a proteines reguladores de la dinamica del
citoesquelet d’actina. Adaptat de Hawkins et al. (2006).
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Els nostres resultats indiquen que en cel-lules C2C12 no té lloc un
feedback loop positiu entre PI3K i Cdc42, siné que BMP-2 activa de manera
paral-lela i independent ambdues rutes ja que el bloqueig d’una d’elles no
altera I'habilitat de BMP-2 d’activar l'altra (Figura R13), essent ambdues
indispensables pels efectes descrits sobre la migracié cel-lular. Altres autors
han obtingut uns resultats semblants als nostres, per exemple, en la
regulacié de la dinamica del citoesquelet d’actina en resposta a PDGF i HGF
també s’ha suggerit que té lloc l'activacié paral-lela i independent de les
rutes de Cdc42 i PI3K (Bosse et al., 2007; Jimenez et al., 2000)

Les proteines PAK, un modul integrador on
convergeixen les senyals de Cdc42 i PI3K.

Les petites GTPases de la familia Rho en el seu estat activat
regulen proteines efectores que porten a terme diverses respostes
cel-lulars, la majoria d’elles relacionades amb la regulacié de I'organitzacid
del citoesquelet d’actina, la morfologia cel-lular i la migracié (Bishop and
Hall, 2000; Schmitz et al., 2000). Les proteines efectores de Cdc42 i Rac
més ben caracteritzades sén els membres de la familia PAK (Manser et al.,
1994). Un cop activades, les PAKs es redistribueixen del citosol a
estructures d‘actina cortical, com els lamelipodis, el front d’‘avang de
cel-lules polaritzades i els ruffles de membrana, i participen en el control de
la dinamica dels filaments d‘actina. Les proteines de la familia PAK es
divideixen en dos grups basant-se en la seva estructura i homologia: el
grup I, que inclou Pakl, Pak2 i Pak3; i el grup II, amb Pak4, Pak5 i Pak6
(Jaffer and Chernoff, 2002; Zhao and Manser, 2005). En aquest treball es
mostra per primera vegada que una proteina de la superfamilia de TGFB
activa membres dels dos grups de PAKs (Figura R15 i R16). Els resultats
presentats en aquest treball demostren que l'activacié de les PAKs en
resposta a BMP-2 depén de l'activitat de Cdc42 (Figura R17) i de PI3K
(Figura R16), fet que suggereix que les PAKs actuen com un modul
integrador on convergeixen les senyals que provenen de les vies de
senyalitzacioé que involucren Cdc42 i PI3K.

En aquest treball es mostra que l'activacido de Pakl i de Pak4 en
cél-lules C2C12 té lloc amb una cinética similar a la induccié dels canvis en
la dinamica del citoesquelet d’actina per part de BMP-2. La contribucié tant
de Pakl com de Pak4 ja havia estat descrita préviament en processos que
impliquen la reorganitzacié del citoesquelet d’actina per altres factors de
creixement, no obstant aquesta és la primera vegada en que es descriu
I’activacié per part de BMP-2 d’ambdues PAKs. En relacidé a la regulacié de
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les proteines PAK per part de membres de la superfamilia de TGFB,
Unicament existeixen publicats els treballs del grup del Dr. Edward B. Leof,
gue descriuen que TGFB activa especificament Pak2 per una ruta Smad-
independent i que aquesta activacid té lloc de manera especifica en
cel-lules mesenquimals (Suzuki et al., 2007; Wilkes and Leof, 2006; Wilkes
et al., 2005; Wilkes et al., 2003). En el nostre model d’estudi I'estimulacid
amb BMP-2 no afecta I'estat de fosforilacio de Pak2, fet que és consistent
amb resultats previs que indiquen que I'activaci6 de Pak2 ocorrer
principalment en resposta a estimuls d’estrés cel-lular com I'exposicid a
radiacions ionitzants, el xoc hiperosmotic i la deprivacié de sérum (Roig et
al., 2000). Pak4 és el membre més ben estudiat del grup II de PAKs i
malgrat que nombrosos estudis han demostrat que s’activa principalment
per Cdc42 (i en molta menys mesura per Rac), la contribucié de Pak4 en el
control de l'organitzacioé del citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular ha
estat descrita Unicament en estudis en cél-lules epitelials i fibroblastiques
en resposta a HGF (Ahmed et al., 2008; Paliouras et al., 2009; Wells et al.,
2002). La regulacié de l'activitat de les proteines del grup I de PAKs per
part de les petites GTPases de la familia Rho s’ha descrit que es déna de tal
manera que la unié de les RhoGTPases pertorba la unié dels dimers de
PAKs donant lloc a un conjunt de canvis conformacionals que desestabilitza
I'estructura plegada del domini autoinhibidor, induint la seva dissociacio del
domini catalitic, fet que permet que tingui lloc [Iautofosforilacié
corresponent al residu Thr423 del loop d’activacié de Pakl (Gatti et al.,
1999) que resulta necessaria perquée les PAKs tinguin una funcié catalitica
completa envers els seus substrats (Lei et al., 2000; Morreale et al., 2000;
Zhao et al., 1998). A diferéncia del grup I de Paks, el mecanisme de
regulacié de les PAKs del grup II no és coneix tan profundament ja que no
presenten el domini autoinhibidor i la unié de GTPases activades no afecta
la seva activitat quinasa (Pandey et al., 2002). En el cas de Cdc42 s'ha
suggerit que la seva unid resulta en la translocacié de Pak4 a l'aparell de
Golgi, fet que suggereix que l'associacié amb les GTPases estaria regulant
la seva activitat dirigint el grup II de PAKs a diferents localitzacions
subcel-lulars (Abo et al., 1998).

La participacio de I'activitat PI3K en la regulaci6 de I'activacié de les
PAKs ja havia estat descrita anteriorment per altres factors de creixement.
En el cas de les PAKs del grup I, el nivell d'activacié maxim s’aconsegueix
per autofosforilacido en un residu treonina que correspon a Thr423 del loop
d’activacio de Pakl, no obstant s’ha descrit que altres molécules de
senyalitzacié de la via de PI3K poden afectar el seu estat d’activacio.
Aguests mecanismes inclouen: i) l'activacié per fosforilacié directa de les
PAKs per part de quinases downstream de PI3K, com és el cas de PDK1 i
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Akt (King et al., 2000; Zhou et al., 2003); ii) l'activacié per interaccié
directa proteina-proteina com és el cas de PI3K (Papakonstanti and
Stournaras, 2002; Tsakiridis et al., 1996); iii) l'activacié indirecte per
proteines que modulen I'estat d’activacié de petites GTPases de la familia
Rho, com és el cas de Akt (Tang et al., 2000).

Tenint en compte les evidéncies presentades, suggerim que les
diferents PAKs, amb diferents maneres d’activacid, integren les senyals que
involucren Cdc42 i PI3K iniciades pels receptors de BMPs a la membrana i
la mobilitzacié especifica del citoesquelet d’actina.

Rellevancia funcional de la interaccié de LIMK1 i la cua
citoplasmatica del BMPRII.

Les proteines PAKs regulen la dinamica del citoesquelet d’actina
principalment a través de l'activacié de la LIMK1 i la LIMK2 (Dan et al.,
2001; Edwards et al., 1999). Les PAKs fosforilen les LIMK en el seu /oop
d’activacio, que equival a Thr508 per LIMK1, incrementant aixi la seva
activitat envers la cofilina (Edwards et al., 1999; Scott and Olson, 2007),
proteina que regula directament la polimeritzacié d'actina (Bamburg, 1999;
Bamburg et al., 1999). Els nostres resultats indiquen que BMP-2 indueix la
fosforilacié de LIMK1, aixi com un increment de la seva activitat envers la
cofilina (Figura R14), i demostrem que aquesta activacié depen de
I'activitat PI3K i de les PAKs (Figura R14 i R19).

Estudis similars realitzats per altres grups ja havien demostrat
I’activacié de LIMK1 per part de membres de la familia de BMPs en cél-lules
de mamifers (Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2004). Malgrat que
ambdos treballs arriben a la conclusidé que la interaccié directe entre LIMK1
i la cua citoplasmatica de BMPRII esta involucrada en l'activacié de LIMK1
per part de les BMPs, existeixen certes diferéncies mecanistiques entre els
models proposats. La controvérsia entre ambdues publicacions neix en
relaci6 a com la uniéo del BMP al seus receptors incrementa l'activitat
LIMK1. Foletta et al. proposen que la uni6 de la LIMK1 a BMPRII manté la
LIMK1 en un estat inhibit i que I’'addicié del BMP-4 promou la dissociaci6 de
la LIMK1 del receptor permetent aixi la seva activacido (Foletta et al.,
2003). No obstant, Lee-Hoelflich et al. descriuen que LIMK1 s‘uneix a
BMPRII tant en abséncia com en preséncia de lligand, i que aquesta unié
confereix, per si sola, un augment d’activitat a la LIMK1 envers la cofilina.
Posteriorment la LIMK1 unida a BMPRII és fosforilada al seu /loop
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d’activacié per una via dependent de Cdc42 induit per BMP-7 (Lee-Hoeflich
et al., 2004).

En aquest context, els nostres resultats mostren que en abseéncia
de BMP-2, una fraccié de la LIMK1 interacciona amb BMPRII, i aquesta
LIMK1 no esta fosforilada en Thr508, fet suggereix que no esta activada
(Figura R19). De manera interessant, en preséncia de BMP-2 s’observen
uns nivells més alts de LIMK1 unida a BMPRII. Aquests resultats
coincideixen amb el model publicat per Lee-Hoeflich et al., malgrat que en
el seu treball els autors afirmen que la unié de LIMK1 a BMPRII estimula
I'activitat basal de LIMK1 i els nostres resultats mostren que la unié de
LIMK1 a BMPRII no és suficient per estimular la fosforilacid (Figura R19) ni
l'activitat quinasa de LIMK1 (resultats preliminars) (Lee-Hoeflich et al.,
2004). Proposem que aquesta divergencia de resultats és conseqliéncia de
que la observacié en la qual es basen Lee-Hoeflich et al. per arribar a
aquesta conclusié és un assaig quinasa en que comparen |'activitat quinasa
in vitro, envers la cofilina, de BMPRII transfectat en comparaci6 amb
BMPRII cotransfectat amb LIMK1. Observen més cofilina fosforilada en la
situacié en que cotransfecten el BMPRII amb LIMK1 i d’aquesta observacié
dedueixen que la unid de LIMK1 a BMPRII confereix una activitat a la
LIMK1 per sobre dels nivells basals. No obstant, discrepem amb aquest
resultat ja que resultats propis (resultats preliminars) i d’altres grups
(Foletta et al., 2003) han demostrat que la sobreexpressié de la forma
nativa de LIMK1 per se indueix la fosforilacio de la cofilina. A part d'aixo, el
gue és més probable, i que ja havia estat proposat anteriorment (Lee-
Hoeflich et al., 2004), és que la uni6é dels dominis LIM1/2 de la LIMK1 al
domini LBR (LIMK1 binding region) de BMPRII mantingui la LIMK1 en una
conformacid que permet que sigui activada posteriorment per fosforilacid
en Thr508 per part de les proteines PAK, ja que s’ha descrit que els
dominis LIM de la LIMK1 regulen negativament la seva activitat quinasa via
una interaccié intramolecular entre els dominis LIM1/2 i el domini quinasa
carboxi-terminal (Edwards and Gill, 1999; Nagata et al., 1999). Els nostres
resultats mostren que BMP-2 indueix la fosforilacié de la LIMK1 unida a
BMPRII per un mecanisme que depén de Pakl ja que la sobreexpressio
d’una forma constitutivament activa de Pakl indueix, en abséncia de BMP-
2, una fosforilacié de LIMK1 similar a la observada per estimulacid amb
BMP-2 (Figura R19); i en preséncia d'una forma mutant de Pakl que
funciona com a dominant negatiu, I'estimulaci6 amb BMP-2 no és capag
d’induir la fosforilacié de la LIMK1 unida a BMPRII (Figura R19). D’acord
amb estudis previs d‘altres grups i amb els resultats aqui presentats,
proposem que l'activitat maxima de LIMK1 s’assoleix en dos passos; en
primer lloc la unié de LIMK1 a BMPRII manté la LIMK1 en una conformacio
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“activable” (que no activa), i en segon lloc I'activacié de les proteines PAK
per part de BMP-2 indueix la fosforilacid en el residu Thr508 al loop
d’activaci6 de LIMK1, incrementant d’aquesta manera la seva activitat
catalitica

En relacid a la rellevancia funcional de la interaccié de LIMK1 amb
la cua citoplasmatica del BMPRII en els efectes de BMP-2 sobre la migracié
cel-lular, els nostres resultats suggereixen que dita interaccio no és
absolutament necessaria ja que: i) la sobreexpressi6 d'una forma de
BMPRII que no conté la regi6 minima d’interacci6 amb la LIMK1 (domini
LBR) (Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2004) no afecta
significativament la capacitat de BMP-2 d’induir la migracié cel-lular (Figura
R22); ii) l'estimulacié de cél-lules amb BMP-7, que en cél-lules C2C12
senyalitza preferencialment a través de ActRIIA (Ebisawa et al., 1999;
Macias-Silva et al., 1998; Yu et al., 2005), receptor que no conté la llarga
cua citoplasmatica present a BMPRII, déna lloc a un augment de la
migracid cel-lular quimiotactica similar a la observada per BMP-2 (Figura
R20); iii) en cél-lules C2C12 en que s’ha eliminat I'expressi6 de BMPRII,
BMP-2 indueix la mobilitzacié dels filaments d’actina i la migracid cel-lular
de manera similar a la situacié control (Figura R21). S’ha suggerit que, en
abséncia de BMPRII, BMP-2 és capag de senyalitzar a través de ActRIIA
juntament amb un conjunt de receptors tipus I diferents dels utilitzats per
BMPRII (de Jesus Perez et al., 2009; Yu et al., 2005). Aquestes evidéncies,
i el fet que l'activacié de LIMK1 per part de BMP-2 sigui dependent de
I'activitat de PI3K i Cdc42, suggereix que a part de la interaccid de la
LIMK1 amb la cua citoplasmatica de BMPRII, BMP-2 estimula vies de
senyalitzacié addicionals que donen lloc a l'activaciéo completa de LIMK1. En
linea amb aquests resultats, estudis d‘altres grups indiquen que
I'estimulaci6 amb TGFB indueix la migracié cel-lular per un mecanisme
molecular semblant al aqui presentat (Vardouli et al., 2005; Wilkes et al.,
2005; Wilkes et al., 2003) i TGFB unicament senyalitza a través del
receptor de tipus II TGFBRII, receptor que no conté la regié C-terminal (Lin
et al., 1992). En conjunt, els resultats mostren que en abséncia de BMPRII,
I’estimulaciéo amb BMP-2 ddna lloc a la mobilitzacié del citoesquelet d’actina
i a la induccié de la migracié cel-lular, probablement a través de la
senyalitzacié de ActRIIA, fet que suggereix que la regié6 C-terminal de
BMPRII no resulta imprescindible en els efectes estudiats.
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Figura D2. Model proposat per la regulacié de l'activitat de LIMK1 en la
migracié cel-lular induida per BMP-2. BMP-2 indueix l'activacié de vies de
senyalitzacié que involucren Cdc42 i PI3K, que conflueixen en l'activacié de les
proteines PAK. Posteriorment, l'activacié de les PAKs es tradueix en un augment de
|"activitat de LIMK1 envers la cofilina. No es coneixen els mecanismes mitjangant els
quals els receptors de BMP-2 indueixen |'activacié de Cdc42 i PI3K ni com BMP-2
afavoreix la interaccié entre LIMK1 i BMPRILI.

Basant-nos en els nostres resultats i en els treballs d'altres grups
es pot afirmar que la senyalitzacido per part de BMPs involucrada en la
migracié cel-lular, la dendritogénesi i I'estabilitat sinaptica requereix la
participacié de LIMK1 (Eaton and Davis, 2005; Hocking et al., 2009; Lee-
Hoeflich et al., 2004; Wen et al., 2007). D’'acord amb els resultats
presentats en aquests treball, la LIMK1 interacciona fisicament amb
BMPRII, no obstant dita interaccié no és absolutament critica per I'activacié
de la LIMK1 per part de BMP-2 en el control de la regulacié del citoesquelet
d’actina i la migracié cel-lular. BMP-2 estimula vies de senyalitzacid
alternatives que involucren PI3K, Cdc42 i proteines de la familia PAK que
modulen l'activacié de LIMK1. Suggerim que l'ancoratge de la LIMK1 a la
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cua C-terminal de BMPRII juga un paper “estructural” restringint la
fosforilacié de la cofilina a regions especifiques de la cél-lula, fet que ddna
lloc a la formacié localitzada de protrusions d’actina a la membrana. Aixi
doncs, els gradients de BMP-2 indueixen la polaritzacié cel-lular a través de
I'estabilitzacié/polimeritzacié d’actina de manera asimétrica mitjangant la
regulacié espacial de la cofilina a través de la LIMK1 (Figura D2). Aixo
explicaria perqué l'estimulacié amb BMP-2 de cél-lules que sobreexpressen
una forma de BMPRII amb el domini minim d’unié a LIMK1 truncat, malgrat
no perden la capacitat de migrar en resposta a l'estimulaci6 amb BMP-2,
presenten una lleugera disminucié de la migracié en l'assaig de ferida,
consistent amb el fet que porten a terme una polaritzaciéo cel-lular i
migracid direccional menys eficient (Figura R22).

Participacio de la via de senyalitzacio de p38MAPK

En la ultima década s’han publicat nombrosos articles que indiquen
que tant les BMPs com TGFB senyalitzen a través de vies MAPK de manera
independent de les proteines Smads per induir apoptosi en processos
fisiologics normals i en la supressié de tumors o per promoure la transicié
epitelio-mesenquimal en processos relacionats amb la metastasis (Derynck
and Zhang, 2003; Moustakas and Heldin, 2005). Els efectes de BMPs i
TGFB en la regulacié de les MAPKs INK, p38 i ERK varia molt en magnitud i
cinética dependent del tipus cel-lular i les condicions estudiades. En alguns
casos aquestes quinases son activades a temps llargs, suggerint que deuen
ser efectes indirectes, pero en altres casos l'activacié és rapida, suggerint
qgue no depeéen d’efectes transcripcionals. S’ha descrit que BMP-2 i TGFB
activen a temps curts p38 a través de MKK3/6 (Gallea et al., 2001;
Hanafusa et al., 1999; Sano et al.,, 1999; Vinals et al., 2002) pero la
rellevancia fisiologica d'aquests efectes és incerta en la majoria de casos.
Els resultats presentats en aquest treball indiqguen que BMP-2 indueix
I'activacié de la ruta de senyalitzacié de p38 a temps curts i de manera
especifica (Figura R23 i R25) i que aquesta via de transduccié de senyals
esta involucrada en el control de la dinamica del citoesquelet d’actina i la
migracié cel-lular (Figura R24). A més a més els nostres resultats
demostren clarament que concretament p38a és la isoforma responsable
de regular la migracié cel-lular en resposta a BMP-2 (Figura R26).

La participacid de p38 en processos relacionats amb la migracio
cel-lular en resposta a BMPs no havia estat estudiada fins al moment, no
obstant, estudis similars realitzats en resposta a altres membres de la
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superfamilia de TGFB mostren que p38 juga un paper clau en la regulacid
de processos que involucren la migracié (Bakin et al., 2002; Hedges et al.,
1999), i estudis en Droshopila mostren que l'activitat p38 resulta critica
durant la morfogénesis de les ales per un mecanisme downstream de
decapentaplegic (Dpp), un homoleg de TGFB (Adachi-Yamada, 1999). En
aquest treball presentem diversos resultats que descriuen per primera
vegada que l'activacié de la via de senyalitzacié de p38 per part de BMP-2
juga un paper fonamental en la migracidé cel-lular a través del control de
I'organitzacié del citoesquelet d’actina. Les evidéncies experimentals que
ens ho suggereixen son les seglents: i) la formacié d’acumulacions d’actina
cortical i la migracié cel-lular induida per BMP-2 es veu compromesa en
presencia de l'inhibidor de I'activitat de p38, SB203580 (Figura R24); ii) la
migracio cel-lular induida per BMP-2 es veu reduida en ceél-lules MEF que no
expressen p38a en comparacié amb la linia cel-lular salvatge (Figura R26);
iii) BMP-2 no és capac¢ d’induir la migracié en ceél-lules MEF en que s’ha
eliminat I'expressié de MK2, proteina diana de p38 (Figura R28); iv) la
sobreexpressié d’'un mutant dominant negatiu de hsp27, proteina diana de
MK2, bloqueja completament la migracié cel-lular induida per BMP-2. Els
resultats obtinguts en relacié a la contribucié de p38a, MK2 i hsp27 en el
control de la migracid cel-lular sén consistent amb resultats obtinguts per
altres grups que mostren, per exemple, que el ratoli knock-out de p38a
presenta defectes en |'angiogénesi (Adams et al., 2000), consistent amb el
paper de p38 en la migracid, o experiments realitzats en cél-lules MEFs
p38a-/- on s’ha demostrat que tant la migracié basal com la induida per
factors quimiotactics es veu alterada (Rousseau et al., 2006). Diversos
grups també han demostrat que cél-lules deficients en MK2 tenen afectada
la direccionalitat de la migracid en resposta a diferents factors de
creixement (Hannigan et al., 2001; Kotlyarov et al., 2002; Rousseau et al.,
2006).

Els nostres resultats suggereixen que p38 regula la migracio
cel-lular a través de I'estimulacié de proteines que tenen un impacte directe
sobre la dinamica dels filaments d’actina. S’ha descrit que la fosforilacié de
la proteina hsp27, per part de MK2, suprimeix la seva activitat cap-binding,
de tal manera que els extrems barbed (+) queden lliures, afavorint aixi la
polimeritzacié d’actina necessaria per I'extensié del front d’avanc durant la
migracio cel-lular. Resultats d’altres grups han demostrat que, in vitro, la
proteina hsp27 purificada defosforilada, a diferéncia de la fosforilada,
inhibeix la polimeritzacié d’actina (Benndorf et al., 1994; Miron et al.,
1991). In vivo s’ha demostrat que hsp27 regula la dinamica de I'actina ja
que la sobreexpressié de hsp27 incrementa I'estabilitat dels filaments
d’actina en fibroblasts en resposta a diversos factors de creixement (Guay
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et al., 1997; Huot et al., 1997; Huot et al., 1996; Lavoie et al., 1993;
Lavoie et al., 1995). Els nostres resultats demostrem que |'activacié de p38
és essencial per l'activacié de MK2 i la fosforilacido de hsp27 en resposta a
BMP-2, i que hsp27 resulta indispensable en la regulaciéo de la migracié
cel-lular per part de BMP-2, ja que BMP-2 no és capag¢ d’induir un
increment de la migracid cel-lular, en relacié a la situacio basal, en cél-lules
gue sobrexpressen una forma no fosforilable de hsp27 (Figura R29). Aix0
suggereix que hsp27 és activada per BMP-2 de manera dependent de p38 i
regula de manera directe la mobilitzacié del citoesquelet d’actina afavorint
la migracié cel-lular. Aquest conjunt de dades indiquen que la via de
senyalitzacié de p38 esta involucrada en la regulacié de la migracié induida
per BMP-2 i presentem evidéncies que suggereixen que aquest efecte és
regulat directament a través del control de la polimeritzacié dels filaments
d’actina per part de proteines activades per p38.
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Figura D3. Model proposat de la participacié de la via de senyalitzacié de
p38 en la migracié cel-lular en resposta a BMP-2. BMP-2 indueix |'activacié de
p38 i del seu substrat MK2, que al seu torn indueix la fosforilacié de hsp27, proteina
que regula directament la polimeritzacié dels filaments d’actina involucrada en la
migracio cel-lular.

Relaciéo entre les vies de senyalitzaci6 PI3K/Cdc42-
PAK-LIMK1 i p38-MK2-hsp27

Els resultats presentats en aquest treball suggereixen que BMP-2
indueix la reorganitzacié dels filaments d’actina per dues vies de
senyalitzacié: la via p38a-MK2 que activa hsp27 i permet la polimeritzacié
dels filaments d’actina; i la via Cdc42/PI3K-PAKs-LIMK1 que inactiva la
cofilina i evita la desestructuracié dels filaments actina. Ambdues rutes
desencadenen en l'activacié de proteines que tenen un impacte directe
sobre la polimeritzacié dels filaments d’actina, regulant positivament la
polimeritzacié d’actina i permetent la formacié d’estructures especialitzades
de membrana necessaries per a la migracid cel-lular quimiotactica. També
hem demostrat que l'activacid completa d’ambdues vies resulta critica
perqué BMP-2 indueixi la migracio cel-lular, de tal manera que suggerim
gue ambdues vies de senyalitzacié resulten imprescindibles i no sén
redundants.

Un cop demostrada la contribucié d’ambdues vies de senyalitzacid
en la regulacié espaciotemporal del citoesquelet d’actina induida per BMP-
2, varem analitzar si ambdues rutes senyalitzaven de manera independent
0 existeix crosstalk entre elles. Estudis previs han demostrat que, en
alguns casos, l'activitat p38 esta involucrada en la regulacié de la
quimiotaxi de manera dependent de les proteines PAK o de les petites
GTPases de la familia Rho. Concretament, s’ha descrit que les proteines
PAK poden fosforilar MKK3/6 i activar p38 en algunes condicions.
Existeixen altres evidéncies experimentals publicades en aquest sentit, com
per exemple: i) la sobreexpressié de formes constitutivament actives de
Rac i Cdc42 donen lloc a l'activacié de p38, mentre que |'expressié de
mutants dominants negatius de les petites GTPases de la familia Rho
inhibeixen la fosforilacié de p38; i experiments realitzats en cel-lules COS-1
han demostrat que l'expressié d’'un mutant dominant negatiu de Pakl
suprimeix tant I'activaci6 de Rac/Cdc42 com de p38 dependent
d’Interleuquina-1 (Zhang et al., 1995); ii) la proteina BPix, que
interacciona amb Pak1l i actua com a GEF per Cdc42 i Rac, regula l'activitat
de MKK3/6 en el control de la dinamica dels filaments d’actina en cel-lules
fibroblastiques estimulades amb PDGF (Lee et al., 2001); iii) Rac esta
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implicat en l'activacio de p38 en el procés de transdiferenciacié epitelio-
mesenquimal regulat per TGFB (Bakin et al., 2002). En el nostre model
d’estudi basat en cél-lules C2C12 estimulades amb BMP-2, l'analisi de la
contribucié de les PAKs i de les Rho GTPases en l'activacié de la via de
senyalitzaci6 de p38 mostra que les proteines Pakl i Cdc42 no estan
involucrades en regulacié de la ruta de p38 (Figura R27). Els nostres
resultats també sén coherents amb els obtinguts per altres grups que han
descrit la participaciéo paral-lela i independent d’aquestes dues rutes en
altres models de migracié quimiotactica (Rousseau et al., 2006). També
s’ha descrit que existeixen casos de crosstalk en sentit contrari; per
exemple, resultats de Kaur R et al. han demostrat que MKK6 pot fosforilar
la proteina Pak6 (Kaur et al., 2005). En conjunt, els resultats obtinguts
indiquen que sén necessaris experiments futurs per tenir una idea més
completa de la contribucid i la interrelacié de les vies de senyalitzacié que
orquestren la mobilitzacié d’actina involucrada en la quimiotaxi en resposta
a BMPs. El conjunt d'aquests darrers resultats suggereixen que la relacié
entre la via de senyalitzacid que involucra les GTPases de la familia
Rho/PAK i les proteines de la cascada de senyalitzacié de p38 varia en
funcio de I'estimul estudiat i/o del tipus cel-lular.

Pel que fa a la relacié entre la ruta de p38a-MK2 i la Cdc42/PI3K-
PAK-LIMK1, Kobayashi et al. han demostrat que en cél-lules endotelials
estimulades amb VEGF, I'activitat LIMK1 és regulada directament per MK2
(Kobayashi et al., 2006). Els autors demostren que MK2 catalitza la
fosforilacié de LIMK1 al residu Ser323 i que aquesta fosforilacido és
essencial en la formacio de fibres d’estrés, la migracié cel-lular i la formacié
de microtubuls en resposta a VEGF. Els resultats que mostren indiquen que
la ruta MKK6-p38-MK2 regula directament l'activitat de LIMK1 i que els
efectes observats en resposta a VEGF sén independents de la fosforilacid
del residu Thr508 de LIMK1. Tenint en compte que el residu Ser323 es
localitza a la regié de la LIMK1 que connecta el domini PDZ i el domini
quinasa, els autors suggereixen que la fosforilacido en Ser323 per part de
MK2 incrementa l'activitat de LIMK1 induint un canvi conformacional que
allibera I'efecte I'autoinhibitori de la regié N-terminal. L'expressié de formes
dominant negatives de les petites GTPases i PAK suprimeixen l'activacié de
MK2 i LIMK1 dependent de VEGF, fet que els fa concloure que les GTPases i
PAK regulen l'activitat de LIMK1 a través de l'activacié de MK2, perd no a
través de la fosforilacié directe en Thr508. Els autors del treball
suggereixen que l'activaciéo de LIMK1 per part de les GTPases i PAK deu
estar protegida per separacié d'aquestes proteines en les cél-lules. Basant-
nos en aquest treball, estem realitzant actualment alguns experiments per
explorar la possibilitat que MK2 reguli l'activitat de LIMK1. Resultats
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preliminars indiquen que la sobreexpressido d’'una forma constitutivament
activa de MKK6 no modula l'activitat quinasa de LIMK1 (resultats no
mostrats), malgrat aix0 s'han de realitzar més aproximacions
experimentals per estudiar si en cél-lules C2C12 estimulades amb BMP-2,
I'activitat LIMK1 esta regulada per la via de senyalitzacié de p38.
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Figura D4. Esquema de les vies de senyalitzacié involucrades en el control
de la dinamica del citoesquelet d’actina i la migraciéo cel-lular per part de
BMP-2. BMP-2 indueix la reorganitzacié del citoesquelet d’actina involucrada en la
migracio de les cél-lules C2C12 a través de l'activacié de dues vies de senyalitzacidé
que actuen de manera paral-lela. BMP-2 indueix l'activaci6 de Cdc42 i PI3K,
proteines que conflueixen en l'activaciéo de varis membres de la familia PAK i de
LIMK1, que indueix la fosforilaci6 de la cofilina i afavoreix I'estabilitzacié dels
filaments d’actina. Per altra banda, BMP-2 indueix I’activacid de la via de
senyalitzacié de la p38MAPK i del seu substrat MK2, regulant d’aquesta manera
hsp27 i promovent la polimeritzacié dels filaments d’actina. Fins al moment no s’ha
demostrat que existeixi crosstalk entre ambdues rutes en aquest model cel-lular.
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Les conclusions que es desprenen d‘aquest treball aporten nous
coneixements al marc general de la regulacid intracel-lular de la dinamica
del citoesquelet d’actina involucrada en el control de la migracié cel-lular.
Les evidéncies experimentals mostrades indiquen que la dinamica del
citoesquelet d’actina de ceél-lules mioblastiques C2C12 és controlada per
multiples vies de senyalitzacié en resposta a membres de la subfamilia de
BMPs (Figura D4). En un futur es requeriran estudis encaminats a
determinar com els diferents models cel-lulars utilitzen les diferents rutes i
si aquestes rutes senyalitzen de manera sinérgica o independent en la
regulacié  del citoesquelet  d’actina i la migracié  cel-lular.
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CONCLUSIONS

BMP-2 indueix la migracié cel-lular quimiotactica de les cél-lules
Cc2C12.

BMP-2 indueix la migracié cel-lular a través de la reorganitzacio6 del
citoesquelet d’actina, afavorint la formacié de protrusions d’actina.

La regulaciéo de la dinamica del citoesquelet d’actina per part de
BMP-2 es caracteritza per esser rapida, reversible i independent de
les proteines de la familia Smad.

BMP-2 regula la mobilitzacié dels filaments d’actina i la migracié
cel-lular a través de l'activacié paral-lela i independent de Cdc42 i
PI3K.

L'activitat PI3K i Cdc42 estimulada per BMP-2 esta implicada en la
regulacié de l'activitat de varis membres de la familia de proteines
PAK, que alhora regulen la LIMK1, proteina implicada en el control
de la polimeritzacié dels filaments d’actina a través de la
fosforilacié de la cofilina.

La regié C-terminal de BMPRII no resulta imprescindible per part de
BMP-2 en la regulacié de la mobilitzacié del citoesquelet d’actina i
la migracio cel-lular.

L'activitat de la MAPK p38a resulta imprescindible en la regulacio
de la dinamica del citoesquelet d’actina i la migracié cel-lular
dependent de BMP-2.

La MAPK p38 regula la polimeritzacié del citoesquelet d’actina i la
migracio cel-lular a través d’una via de senyalitzacié que involucra
MK2 i hsp27.
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Summary

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are potent regulators of
several cellular events. We report that exposure of C2C12 cells
to BMP2 leads to an increase in cell migration and a rapid
rearrangement of the actin filaments into cortical protrusions.
These effects required independent and parallel activation of
the Cdc42 small GTPase and the o-isoform of the
phosphoinositide 3-kinase (PI3Ka), because ectopic expression
of a dominant-negative form of Cdc42 or distinct
pharmacological PI3K inhibitors abrogated these responses.
Furthermore, we demonstrate that BMP2 activates different

group I and group II PAK isoforms as well as LIMK1 with
similar kinetics to Cdc42 or PI3K activation. BMP2 activation
of PAK and LIMKI1, measured by either kinase activity or with
antibodies raised against phosphorylated residues at their
activation loops, were abolished by blocking PI3K-signaling
pathways. Together, these findings suggest that Cdc42 and PI3K
signals emanating from BMP receptors are involved in specific
regulation of actin assembly and cell migration.
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Introduction

Cellular motility processes are essential in physiological and
pathological situations such as embryonic morphogenesis, cell
recruitment during tissue repair and regeneration, angiogenesis
and tumor metastasis. An early feature of migrating cells is their
polarization and the extension of protrusions, such as lamellipodia
or spike-like filopodia, driven by actin polymerization, providing
the basis for exploration of the local environment and directional
migration (Ridley et al., 2003). Different proteins participate in
signal transduction events that modulate actin cytoskeleton
reorganization in response to a migration promoter agent.
Members of the Rho family of small GTPases Cdc42 and Rac are
essential mediators in regulating cytoskeleton dynamics during
protrusion formation (Etienne-Manneville and Hall, 2002; Ridley
et al., 2003). Small G proteins are activated by the exchange of
bound GDP for GTP by a specific activated guanine exchange
factor (GEF). Binding of GTP to Cdc42 or Rac allow the activation
of p21-activated protein kinase (PAK) family members through
binding of the GTPase to a CRIB (Cdc42/Rac interaction-binding)
domain, which causes a conformational change on the kinase,
inducing autophosphorylation and an increase in its kinase activity
(Zhao and Manser, 2005). Activation of PAK has been shown to
result in peripheral actin reorganization by phosphorylating
substrates such as LIM kinase 1 (LIMKI1), which in turn
phosphorylates and inactivates cofilin, a protein that promotes
depolymerization of F-actin, leading to actin filament stabilization
(Edwards et al., 1999). Both PAK activation and cofilin
phosphorylation by LIMK1 have a key role in maintaining and

extending protrusions at the leading edge of migrating cells (Cau
and Hall, 2005; Dawe et al., 2003).

Directional migration is also controlled by the establishment
of an intracellular gradient of phosphatidylinositol-(3.4,5)-
trisphosphate [PtdIns(3,4,5)P; or PIP3] and PI(3,4)P, generated
at the leading edge by Class I phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks)
(Ridley et al., 2003). Class I PI3Ks are divided into Class TA
(PI3Ka, PI3KP and PI3K3) and Class IB (PI3Ky). Class TA
isoforms (p110ca, p110f and p1108) form heterodimers with a
regulatory subunit known as p85 and are activated specifically in
response to growth factor or cytokine receptors, through a tyrosine-
kinase-dependent mechanism (Cantley, 2002). In contrast to class
IA, PI3KY activation is driven by activation of pertussis-toxin-
sensitive Ggi-coupled receptors, such as chemokine or
chemoattractant receptors (Suire et al., 2006). Expression of
PI3K o and PI3Kf is ubiquitous, whereas expression of the PI3K 3
and PI3Ky isoforms is restricted to the hematopoietic tissue
(Wetzker and Rommel, 2004). The increased concentration of
PtdIns(3,4,5)P; and PtdIns(3,4)P, leads to the rapid subcellular
relocalization and consequent activation of several effector
proteins containing pleckstrin homology (PH) domains, such as
Akt, modulating their availability at the leading edge (Chung et
al., 2001; Merlot and Firtel, 2003). PIP3 generation also appears
to be required for the relocalization and activation of the small
GTPase protein Cdc42 activity (Li et al., 2003) and of different
GTP-exchange factor (GEF) proteins by virtue of their PH
domains (Merlot and Firtel, 2003), implying a network of positive-
feedback loops between small GTPases, PI3K products and
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effectors, such as PAK, working together to initiate and maintain
the polarity of migrating cells.

Bone morphogenetic proteins (BMPs) belong to the transforming
growth factor-B (TGF-B) superfamily and have been shown to
participate in patterning and specification of several tissues and
organs during vertebrate development, and to regulate cell growth,
apoptosis and differentiation in different cell types (Capdevila and
Izpisua Belmonte, 2001; Massague, 2000). BMPs were originally
identified by their ability to induce ectopic bone formation and
BMP2, BMP4 and BMP7 have been characterized as key molecules
for normal bone development in vertebrates (Wan and Cao, 2005),
and can induce osteoblastic differentiation of C2C12 mesenquimal
pluripotent cells (Katagiri et al., 1994). Early events in BMP
signaling are initiated through the phosphorylation of specific
receptor-regulated Smad proteins, namely Smadl, Smad5 or
Smad8. After phosphorylation, R-Smads form heteromeric
complexes with the common mediator Smad4. These Smad
complexes migrate to the nucleus and activate the transcription of
specific target genes (Massague, 2000). BMP activity has been also
shown to be involved in cell migration. BMP2 signaling is required
for migration of neural crest pluripotent population that generates
craniofacial structures and enteric nervous system (Dudas et al.,
2004; Goldstein et al., 2005; Kishigami and Mishina, 2005).
Furthermore, BMP2 induces migration of bone marrow
mesenchymal progenitors, osteoblasts and endothelial cells (Fiedler
et al., 2002; Lind et al., 1996; Sotobori et al., 2006). Despite the
known signaling events leading to the transcriptional activity
induced by BMPs, little is known about the signaling pathways
involved in BMP2-mediated cell migration. In this study, we report
that in pluripotent C2C12 cells, BMP2 induces cell migration and
a rapid rearrangement of the actin cytoskeleton, with extension of
protrusions resembling filopodia. This effect requires parallel
activation of the small GTPase Cdc42 and the class A PI3Ka
isoform. Moreover, we also demonstrate that BMP2 activates PAKs
and LIMKI1 following the same kinetics observed for BMP2
induction of cytoskeletal rearrangement, suggesting their
participation in the observed effects. The results presented here
provide new information on the signaling mechanisms involved
in BMP-induced actin reorganization and cell migration.

Fig. 1. BMP2 induces chemotactic C2C12 cell migration.

(A) Representative images of propidium-iodide-stained C2C12 migrated
cells are shown on the left. Quantitative analysis of eight random fields
from three independent experiments is shown on the right (mean +
s.e.m.; *P<0.001, paired ¢-test). (B) Wounded C2C12 cell monolayers
were allowed to migrate in the presence or absence of 3 nM BMP2 for
different times. A quantitative analysis of the invaded area was obtained
from three photographed fields obtained in at least four independent
experiments and represented as mean + s.e.m.

Control

BMP-2

Results

BMP2 induces cell migration

Several reports indicate that BMPs regulate cell migration during
embryonic morphogenesis (Dudas et al., 2004; Goldstein et al., 2005;
Kishigami and Mishina, 2005). To test the involvement of BMP2 on
C2C12 cell migration, we performed an in vitro migration assay with
a chemotaxis chamber. Cells were allowed to migrate for 2 hours in
the presence or absence of BMP2 in the lower chamber. Quantification
of cell migration revealed that in the presence of BMP2, 70% more
cells migrated compared with the control (Fig. 1A), demonstrating
that BMP2 induced chemotactic cell migration.

Wound-healing migration assays were performed to confirm the
migratory behavior of C2C12 cells in response to BMP2. Cell
monolayers were scrape-wounded and allowed to heal in the presence
of BMP2. As shown in Fig. 1B, the wound was more efficiently
invaded in the presence of BMP2. To quantify this effect, we
determined the percentage of invaded area relative to the initial wound
area, confirming that BMP2 stimulated cell migration. Furthermore,
inhibition of protein synthesis by addition of 1 pg/ml cycloheximide
30 minutes before stimulation of the cells with BMP2, had no effect
on wound closure (data not shown), suggesting that changes in gene
transcription and protein synthesis were not required for BMP2-
dependent effects. Similarly, when cells were pretreated with the
inhibitor of DNA synthesis mitomycin C (10 pg/ml), BMP2 was still
able to accelerate the wound closure, indicating that the increase in
cell migration is not due to an increase in cell proliferation.

BMP2 induces actin cytoskeleton reorganization

The control of actin filament assembly is likely to underpin directed
cell migration in all cell types (Ridley et al., 2003). To analyze whether
BMP2 was playing a role in the organization of the actin cytoskeleton,
C2C12 cells were stimulated with BMP2, fixed at different time-
points and filamentous actin was visualized (Fig. 2A). BMP2 induced
the accumulation of cortical actin to the cell periphery. To emphasize
and quantify the effect induced by BMP2, C2C12 cells were
pretreated with cytochalasin D, a depolymerizing F-actin agent, to
transiently disrupt the actin cytoskeleton. To analyze whether the
disruption of the actin filaments affected the BMP2-signaling pathway,
phosphorylation of Smadl was visualized in cells treated with
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Fig. 2. BMP2 induces actin cytoskeleton
reorganization. (A) C2C12 cells were
stimulated with 3 nM BMP2 for the
indicated times. Actin was visualized with
TRITC-conjugated phalloidin using a
confocal microscope. Arrows indicate
actin cortical protrusions. Scale bar: 20
wm. (B) Serum-starved C2C12 cells were
pretreated with 2 uM cytochalasin D (Cyto
D) for 20 minutes and allowed to recover
in the absence or presence of 3 nM BMP2
for 1 hour. Cell lysates were analyzed by
immunoblotting with anti-phospho-Smad1
and reprobed with anti-o-tubulin
antibodies. (C) Cells treated as above were
allowed to recover in the absence or
presence of 3 nM BMP2. Upper row
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shows cells before and after 2 uM Cyto D
treatment. Middle and lower rows show
recovery in the absence or presence of
BMP2, respectively. Scale bar: 20 um. A
quantitative analysis of the formation of
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a percent of total in the presence of BMP2
are shown. Data are mean + s.e.m. of at D
least 200 cells obtained in different fields
from five independent experiments.

(D) Serum-starved C2C12 cells (Control)
were pre-treated with 2 UM cytochalasin D
(Cyto D) for 20 minutes and after
washing, were allowed to recover in the
presence of 3 nM BMP2 for different
times. Actin was visualized with TRITC-
conjugated phalloidin using a confocal
microscope. Arrows indicate actin cortical
protrusions that were evident within the
first 60 minutes and cells then recovered
their initial aspect showing abundant stress
fibers. Scale bar: 20 um.

cytochalasin D. No significant changes were observed (Fig. 2B). As
shown in Fig. 2C, whereas in control conditions cells recovered their
initial aspect and had abundant stress fibers, in the presence of BMP2,
the number of cells that presented cortical protrusions enriched in F-
actin and without stress fibers was significantly increased (up to 70%
more than in untreated cells). Cells pretreated with cytochalasin D
were allowed to recover in the presence of BMP2 for longer periods.
Cortical actin protrusions were evident until 2 hours and then cells
recovered abundant stress fibers (Fig. 2D). Taken together, our
findings indicate that BMP2 induced a rapid, significant and transient
effect on the dynamics of the actin cytoskeleton.

BMP2-induced actin reorganization and cell migration is
mediated by Cdc42

Actin filament organization is controlled by the Rho family of small
GTPases, including Rho, Rac and Cdc42 (Raftopoulou and Hall,
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2004). The participation of the Rho family of small GTPases in the
organization of the actin cytoskeleton has been widely studied in
Swiss3T3 fibroblasts, where Rho regulates the formation of
contractile actin-myosin filaments to form stress fibers (Ridley and
Hall, 1992), and Rac and Cdc42 regulate lamellipodia and filopodia
formation, respectively (Nobes and Hall, 1999). We therefore tested
the hypothesis that BMP2-induced membrane actin protrusion
formation might be mediated through small GTPases in Swiss3T3
cells. As shown in Fig. 3A, BMP2 rapidly induced the appearance
of long F-actin-rich spike-like filopodia, a phenotype associated with
active Cdc42. As a control, cells were stimulated with EGF, which
has been shown to activate Rho and to induce the formation of
stress fibers (Mancini et al., 2003). To confirm the potential
involvement of Cdc42 on BMP2-induced filopodia, we examined
whether BMP2 activated Cdc42 in C2C12 cells. Treatment of
C2C12 cells with BMP2 increased the endogenous levels of active
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Fig. 3. BMP2-induced actin reorganization

and cell migration is mediated by Cdc42.

(A) Swiss 3T3 cells were serum-starved for 7

days and stimulated with 3 nM BMP2. Arrows C
indicate spike-like filopodia (see detail at 30
minutes). As a control, cells were stimulated
with EGF 20 ng/ml for 10 minutes (upper
row). Scale bar, 20 um. (B) Serum-starved
C2C12 cells were stimulated with 3 nM
BMP2. Levels of active GTP-bound Cdc42
and Rac were determined using the PBD
domain of PAK1 followed by immunoblotting
with anti-Cdc42 and anti-Rac antibodies.

(C) C2C12 cells were transfected with the
indicated GFP-tagged expression vectors.
Cells were serum-starved for 16 hours
(control), pre-treated with cytochalasin D and
allowed to recover for 1 hour in the absence or
presence of 3 nM BMP2. Merged images of
phalloidin (red) and GFP signal (green) are
shown. Cells showing cortical actin
protrusions (arrows) are indicated. Scale bar:
20 um. Transfected cells were counted and
those showing cortical actin protrusions
represented as % of total (graph on right).
Mean =+ s.e.m. of at least 80 transfected cells D
obtained from three independent experiments
(*P<0.001, paired t-test). (D) C2C12 cells

were transfected with the GFP-tagged

expression vectors indicated and analyzed by
chemotaxis assay after 2 hours (left panel) and

by wound-healing migration assay performed

for 12 hours (right panel) in the presence or

absence of BMP2. Mean + s.e.m. of three

independent experiments (*P<0.001 compared

with the GFP-transfected control cells and in
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Cdc42 after 15 minutes of ligand addition and peaked at 30 minutes.
By contrast, active GTP-bound endogenous Rac levels were not
altered up to 30 minutes after BMP2 stimulation (Fig. 3B). To verify
the requirement of the Cdc42 pathway in the observed
morphological changes induced by BMP2, cells were transfected
with the dominant-negative mutant Cdc42-N17-GFP and allowed
to recover as described above (Fig. 2C). Microscopy examination
showed that BMP2 prevented the formation of stress fibers and
induced the accumulations of actin in cortical protrusions in control
cells, whereas these effects were impaired in cells expressing Cdc42-
N17. Expression of wild-type Cdc42 was sufficient for the induction
of actin protrusions and reduction of stress fibers in the absence of
BMP2, but did not further increase BMP2-induced actin protrusion
formation (Fig. 3C).

We further addressed whether Cdc42 was also regulating the
BMP2 effects on cell migration using chemotaxis and wound-
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induced migration assays. The results obtained in both types of assay
indicated that in cells expressing Cdc42-N17, BMP2 was not able
to induce migration when compared with the GFP-transfected
control cells (Fig. 3D). Altogether, these data suggest that Cdc42
activation is involved in BMP2-induced rearrangement of the actin
cytoskeleton and cell migration.

PI3K activity is required for BMP2-induced actin reorganization
PI3K activity has previously been shown to mediate the activation
of small GTPases of the Rho family upon stimulation with several
growth factors (Hawkins et al., 2006; Merlot and Firtel, 2003;
Raftopoulou and Hall, 2004; Suire et al., 2006). We first confirmed
the ability of BMP2 to activate PI3K by examining the
phosphorylation status of Akt, because phosphorylation of Akt on
residue Serd73 correlates with Akt activation by PI3K. We
demonstrated that BMP2 activated PI3K activity in a time-



[
O
c
Q2
&}
w
©
@)
=
o
=
c
S
S
o
=

3964 Journal of Cell Science 121 (23)

dependent manner. An increase in Akt A
phosphorylation was observed by 30 minutes

and reached a plateau at 60 minutes. BMP2-
induced PI3K activation was completely
abolished by treatment with the inhibitor of

PI3K activity LY294002 (Fig. 4A). We next
characterized the effect of LY294002 on the
observed BMP2 reorganization of the actin
cytoskeleton. Pretreatment with LY294002
completely abolished BMP2-dependent
induction of cortical actin protrusion
formation, suggesting that an intact PI3K-
signaling pathway was required for the BMP2- B
induced mobilization of the actin filament
system (Fig. 4B). In a wound-induced
migration assay, addition of BMP2 to serum-
free medium accelerated the wound closure,
whereas the presence of PI3K inhibitor
strongly diminished the BMP2 migratory
effects (Fig. 4C). These data suggest that
PI3K is involved in BMP2-induced cell
migration.

To further characterize BMP2-mediated
activation of PI3K, we analyzed the
contribution of the individual PI3K isoforms
to BMP2-induced PI3K activation. Since
LY294002 is not selective among the members
of the class I PI3Ks (Hawkins et al., 2006),
we used a set of recently developed isoform-
selective class I PI3K inhibitors (Camps et al.,
2005; Jackson et al., 2005; Pomel et al., 2006;
Sadhu et al., 2003). Cells were treated with
either the PI3Ky-selective inhibitor AS252424
(Pomel et al., 2006), the PI3KB-selective
inhibitor TGX-155 (Jackson et al., 2005), the
PI3K&-selective inhibitor IC87114 (Billottet et
al., 2006; Sadhu et al., 2003) or the PI3Ko-
selective inhibitor AS702630 (Ruckle et al.,
2004), and analyzed phosphorylation of Akt
after stimulated with BMP2 for different times.
BMP2-mediated Akt phosphorylation was
abolished only in cells pretreated with
AS702630, but not with any other of the
selective inhibitors used, suggesting that,
in C2C12 cells, BMP2 induced Akt
phosphorylation through the specific activation
of the PI3K ot isoform (Fig. 5A). Furthermore,
the wound-healing assay was performed in the presence of the class
I PI3K isoform-selective inhibitors mentioned above and only in
the presence of AS702630, was BMP2 unable to induce cell
migration (Fig. 5B). Together, these data suggest that PI3Ko is
required for BMP2-induced actin cytoskeleton rearrangement and
cell migration in C2C12 cells.

We next investigated the relationship between Cdc42 and PI3K
in this process. We first checked whether PI3K was implicated in
the activation of Cdc42 by measuring the activation of the
endogenous Cdc42 by BMP2 in the presence of the PI3K inhibitor
LY294002. Under these conditions, we did not observe differences
in the activation of Cdc42 (Fig. 6A). Similarly, the expression of
a dominant-negative form of Cdc42 did not modify the ability of
BMP2 to induce PI3K activity and to phosphorylate Akt (Fig. 6B).
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Fig. 4. PI3K activity is required for BMP2-induced actin reorganization and cell migration in C2C12
cells. (A) Cells were serum-starved for 16 hours prior to preincubation with 15 uM LY294002 for 60
minutes and then stimulated with 3 nM BMP?2 for the indicated times. Cell lysates were analyzed by
immunoblotting with anti-Akt-P(Ser473) and reprobed with anti-Akt total antibody. (B) Cells treated as
above were fixed and stained with TRITC-conjugated phalloidin. Scale bar: 20 um. Cells with actin
protrusions were quantified as shown in graph below. Mean + s.e.m. from four independent
experiments (*P<0.001, paired #-test). (C) Cell monolayers were wounded and allowed to migrate for
12 hours in the presence or absence of 3 nM BMP2 and/or LY294002. The graph in lower panel
indicates the invaded area. Mean + s.e.m. from three independent experiments (*P<0.001, paired

These observations indicate that BMP2 activates Ccd42 and PI3K
pathways independently and that both signaling pathways are
required for the BMP2-induced mobilization of the actin filaments
system.

BMP2 induces LIMK1 activation through a PI3K-dependent
mechanism

Since previous results indicate that other members of the BMP
family are able to induce LIMK1 activity (Foletta et al., 2003; Lee-
Hoeflich et al., 2004), we tested whether LIMK 1 was regulated by
BMP2. As shown in Fig. 7A, BMP2 enhanced the phosphorylation
of LIMK1 at their activation loop in Thr508 (Scott and Olson, 2007)
with maximal effect 40 minutes after ligand addition. We next
examined the requirement of PI3K on BMP2-induced LIMKI1
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Fig. 5. PI3Ka is required for BMP2-induced cell migration. (A) Cells were
serum-starved for 16 hours. The isoform-selective inhibitors of class I PI3K
were added to the medium 1 hour before stimulation of cells with BMP2 and
used at a final concentration of 1 uM. Cell lysates were analyzed by
immunoblotting with anti-Akt-P(Ser473) and membranes reprobed with anti-
Akt total antibody. (B) Quantitative analysis of phase-contrast images of a
wound-healing assay performed for 12 hours in the presence of 3 nM BMP2
and the PI3K-isoform-selective inhibitors. Mean + s.e.m. from three
independent experiments (*P<0.001, paired #-test).

phosphorylation. As seen in Fig. 7B, complete inhibition of BMP2-
induced LIMK 1 phosphorylation was achieved by pretreatment with
LY294002 inhibitor. Because LIMK 1 has been described to directly
activate cofilin, we also examined whether the BMP2-dependent
phosphorylation of LIMK 1 observed correlated with an increase of
LIMK1 activity and/or with enhanced cofilin phosphorylation.
BMP2 stimulation resulted in an ~1.9-fold increase in LIMK1-
mediated cofilin in vitro phosphorylation. As expected, the effect
of BMP2 on LIMKI activity was abrogated in the presence of
LY294002 inhibitor (Fig. 7C). These data suggest that BMP2
stimulates both LIMK1 activity and cofilin phosphorylation and
that these effects require PI3K activity.

BMP2-induced cell migration 3965
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Fig. 6. BMP2 activates Cdc42 and PI3K pathways independently. (A) C2C12
cells treated with 3 nM BMP2 and/or LY294002. Levels of GTP-bound Cdc42
were determined using GST pull-down assay. (B) C2C12 cells were
transfected with GFP-tagged plasmids for wild-type Cdc42 (GFP-Cdc42wt) or
a dominant-negative form (GFP-Cdc42N17). Cells were stimulated with 3 nM
BMP2 and cell lysates were analyzed by immunoblotting with anti-Akt-
P(Ser473), and reprobed with anti-Akt antibody and anti-Cdc42 antibody.

BMP2 stimulates PAK1 and PAK4 kinase activity through PI3K-
and Cdc42-dependent mechanisms
The PAK family of protein kinases have been implicated in
activation of LIMK1 (Dan et al., 2001; Edwards et al., 1999). Thus,
we analyzed whether PAK proteins were also regulated by BMP2.
Cells were stimulated with BMP2 and phosphorylation of either
PAK1 or PAK4 was analyzed. Increased phosphorylation was
detected 30 minutes after stimulation, which peaked at 40 minutes
in both cases and decreased thereafter (Fig. 8A). Incubation
with LY294002 blocked BMP2-induced PAK1 and PAK4
phosphorylation (Fig. 8B). As further support for PI3K involvement
in PAK1 and PAK4 activation by BMP2, in vitro kinase assays were
carried out. Whereas BMP2 stimulated both PAK1 and PAK4 kinase
activity to more than twofold basal levels after 40 minutes,
LY294002 completely inhibited this activation (Fig. 8C). These
results thus indicate that BMP2 activates PAK1 and PAK4 in a time-
dependent manner and that this activation depends on PI3K activity.
We next determined whether the BMP2 activation of PAK
depended on Cdc42 activity. C2C12 cells were transfected with the
dominant-negative mutant Cdc42-N17 and, after BMP2 stimulation,
the phosphorylation of either PAK1 or PAK4 was analyzed. In
contrast to control cells transfected with GFP, expression of the
dominant-negative form of Cdc42 prevented BMP2-induced
phosphorylation of PAK1 and PAK4 (Fig. 9A). These results thereby
indicated that BMP2 activation of PAK1 and PAK4 depended on
Cdc42. We also analyzed the involvement of PAK on the activation
of LIMK1 associated with the tail of BMPRII. We generated C2C12
cells stably expressing His-tagged BMPRII under a tetracycline-
responsive promoter (Fig. 9B, left panel). These cells were
transfected with a constitutive active form of PAK1 (PAK-H83,86L)
and a dominant-negative form (PAK-PID) and analyzed for
activation of LIMK associated with BMPRII after purification of
His-tagged BMPRII with Ni**-NTA-beads. Addition of BMP2
slightly increased association of LIMKI1 to the tail of BMPRII and
more importantly, increased the level of phosphorylated LIMK1
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Fig. 7. BMP2 stimulates LIMK1 activity. (A) Serum-starved C2C12 cells were
stimulated with 3 nM BMP2 and cell lysates analyzed by immunoblotting with
anti-LIMK1-P and anti-LIMK1 antibody. The bottom panel indicates the
relative LIMK1-P levels. Mean + s.e.m. from three independent experiments
(*P<0.05, paired r-test). (B) C2C12 cells were treated as above for 40 minutes
but in the absence or presence of LY294002. Cell lysates were analyzed by
immunoblotting with the indicated antibodies. The bottom panel indicates the
relative LIMK1-P levels. Mean =+ s.e.m. from three independent experiments
(*P<0.05, paired r-test). (C) C2C12 cells were treated with BMP2 and
LY294002 as indicated. Endogenous LIMK 1 was subjected to an in vitro
kinase assay with GST-cofilin as a substrate. Values of cofilin phosphorylation
with respect to the LIMK 1 present in cell extracts are shown.

(LIMK1-P) at Thr508 (Fig. 9, right panel). Furthermore, expression
of the active form of PAK1 increased the levels of LIMK1-P even
in the absence of BMP2, whereas expression of PAK-PID partially
prevented the phosphorylation of LIMK1 induced by BMP2. These
data suggest that PAK activity is involved in the activation of
LIMKI interacting with the BMPRII tail.

It has been shown that although BMP2 binds preferentially to
BMPRII, BMP6 and BMP7 signal preferentially through ActRII,
which lack the cytoplasmic tail present in BMPRII (Ebisawa et al.,
1999; Macias-Silva et al., 1998). Furthermore, in BMPRII-deficient

cells BMP2 can signal through ActRII in conjunction with a set of
type I receptors distinct from those used by BMPRII (Yu et al.,
2005). Taking this into account, we also analyzed the migration and
invasive effects of addition of BMP7 as well as the effects of BMP2
in C2C12 cells in which BMPRII expression was knocked down
(Fig. 10C). Addition of BMP7 led to similar effects as observed
with BMP2 in chemotaxis and wound-healing assays (Fig. 10A,B),
and reduction of BMPRII levels did not significantly modify
cytoskeletal and migratory responses to BMP2 (Fig. 10D,E). These
data suggest that, although LIMK physically interacts with the C-
terminal tail of BMPRIL, the C-terminal tail is not absolutely
required for the cytoskeletal and migratory effects of BMPs.

Discussion

Cell responses to morphogens include actin cytoskeletal
reorganization and cell migration, which are crucial not only during
embryogenesis or bone turnover but also during tumor progression
and invasion (Dormann and Weijer, 2003; Kishigami and Mishina,
2005). Here, we describe that BMP2 stimulation induces the
accumulation of actin in cortical protrusions and migration of
mesenchymal cells. The data presented indicate that, in C2C12 cells,
BMP2-induced cytoskeletal rearrangements depend on the activities
of both Cdc42 and the o-isoform of PI3K, which are activated
independently by BMP2. These data also demonstrate that BMP2
activates group I and group II PAKs as well as LIMK1 in a PI3K-
dependent manner, suggesting that they have a role integrating the
signals from both pathways and in the control of BMP-induced actin
reorganization and cell migration.

BMPs have been shown to promote chemotactic migration of
mesenchymal cells in vitro, as well as during skeletal development
(Fiedler et al., 2002; Sotobori et al., 2006). Our results indicate that
the rapid appearance of cortical actin protrusions did not require
protein synthesis, suggesting it is independent of transcriptional
activity. Previous data also suggest a role for the inhibitory Smad?7
in the delayed activation of Cdc42 (12-24 hours) by TGFf in
prostate carcinoma cells (Edlund et al., 2004). However,
overexpression of Smad7 in mesenchymal C2CI12 cells did not
increase either basal or BMP-induced appearance of actin-enriched
membrane protrusions (data not shown). These results are in
agreement with data obtained in Swiss3T3 fibroblasts (Vardouli et
al., 2005) suggesting that Smad7 is not involved in the rapid
cytoskeletal rearrangements induced by BMP2 in mesenchymal
versus epithelial cells.

We also show that BMP2 activates Cdc42 and PI3K, confirmed
by the appearance of GTP-bound Cdc42 and Akt phosphorylated
on Ser473, respectively. We propose that both signaling pathways,
acting in parallel but independently, are required for the BMP-
induced cytoskeletal effects. We base this conclusion on the
following observations: the temporal profiles of activation of both
Cdc42 and PI3K correlated with the formation of BMP2 induced
cortical actin protrusions in C2C12 cells and filopodia in Swiss 3T3
fibroblasts. Moreover, expression of a dominant-negative form of
Cdc42 or pretreatment with the PI3K inhibitors LY294002 or
AS702630, both completely suppressed the BMP-induced
appearance of actin protrusions. Although the pathway that leads
to BMP2 activation of Cdc42 is still unknown, several reports
indicate its requirement for cytoskeletal changes induced by BMPs
or TGFP (Edlund et al., 2002; Edlund et al., 2004; Lee-Hoeflich et
al., 2004; Ricos et al., 1999). Depending on the cell type or stimuli,
activation of Cdc42 has been described to be upstream or
downstream of PI3K activity (Hawkins et al., 2006; Jimenez et al.,
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Fig. 8. BMP2 stimulates PAK1 and PAK4 activity. (A) C2C12 cells were stimulated with
3 nM BMP2 for different times and cell lysates were analyzed with the indicated phospho-
specific antibodies, and membranes reprobed with anti-PAK 1 and anti-PAK4 antibodies.
Graphs indicate the relative PAK1-P and PAK4-P levels. Mean =+ s.e.m. from three
independent experiments (*P<0.05, paired #-test). (B) C2C12 cells were serum-starved,
incubated with LY294002 and stimulated with 3 nM BMP2 for 40 minutes. Cell lysates
were analyzed as above. Graph indicates the relative PAK1-P and PAK4-P levels. Mean +
s.e.m. from three independent experiments (*P<0.05, paired #-test). (C) C2C12 cells
stimulated with 3 nM BMP2 and LY294002 were analyzed for PAK1 or PAK4 in vitro
kinase activity using MBP as a substrate. The graph indicates the relative PAK1 and PAK4
activity. Mean + s.e.m. from three independent experiments (*P<0.05, paired #-test).

2000; Merlot and Firtel, 2003; Raftopoulou and Hall, 2004; Ridley
et al., 2003). Importantly our results indicate that, although Cdc42
and PI3K pathways are both required for the migratory effects,
BMP2 is able to activate both routes independently, because the
block of one pathway does not alter the ability of BMP2 to stimulate
the other. Although cell migration in response to several stimuli,
and in a vast majority of cell types, has been unequivocally
associated to PIP3 formation (and therefore to class I PI3K
activation), the contribution of specific PI3K isoforms to this cellular
function has only been reported for PI3Ky and PI3KJ, in response
to chemoattractants or to PI3K& and PI3Kp, in response to growth
factors (Camps et al., 2005; Puri et al., 2004; Sadhu et al., 2003;
Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999). However, no role of class
IA PI3Ka in cell migration has been reported so far. Our data
strongly involve class I, and specifically p110a., in BMP2-induced
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cytoskeletal effects and cell migration, as well as in the
activation of Akt-signaling pathway in C2C12 cells.
Members of the PAK family have been shown to
regulate a wide variety of cytoskeletal changes, usually
in response to small GTPases. Upon activation, PAKs
redistribute from the cytosol into cortical actin structures
including lamellae, the leading edge of polarized cells and
membrane ruffles. PAKs can be categorized into two
subgroups: the group I (PAK1, PAK2 and PAK3) share
high sequence homology throughout the protein, whereas
group II (PAK4, PAKS and PAK6) have highly related
kinase domains but are more divergent in other domains
of the protein (Bokoch, 2003; Zhao and Manser, 2005).
Our results are the first to show that BMP2 is able to
activate members of both classes of PAKs. Activation
takes place following similar kinetics (30-60 minutes)
observed for BMP2 induction of cytoskeletal
rearrangement. Furthermore, we also demonstrate that
activation of PAKs by BMP2 is abolished by either
inhibition of the PI3K pathway or expression of dominant-
negative Cdc42. Thus, it could be hypothesized that PAKs
act as integrative signaling modules where the signals
from both pathways converge. It has been shown that class
I PAKSs are not only stimulated by GTP-bound forms of
Rac and Cdc42 through binding to an autoinhibitory N-
terminal region (Parrini et al., 2002), but also by a variety
of GTPase-independent mechanisms. For example,
although full catalytic activity is achieved by
autophosphorylation of Thr423 in the catalytic domain of
PAK1 (equivalent to Thr402 of PAK?2), other kinases
activated in response to PI3K stimulation, such as the PH-
containing, 3-phosphoinositide-dependent  kinase-1
(PDPK1), can also activate PAK1 through

Y phosphorylation at the same site (King et al., 2000). In

addition, Akt, through phosphorylation of Ser21, and
PI3K, through physical association, have been shown to
activate PAK1 independently of small GTPase binding
(Chung and Firtel, 1999; Papakonstanti and Stournaras,
2002; Zhou et al., 2003). In contrast to group I PAKs,
group II PAKSs lack this autoinhibitory domain and are
not activated by Cdc42/Rac binding, and the exact
mechanisms that regulate their kinase activity are still
unclear. However, it has been shown that PI3K regulates
not only kinase activity but also its subcellular localization
(Wells et al., 2002) and that full kinase activity requires
phosphorylation of the corresponding residues in the
catalytic domain (Abo et al., 1998). We therefore suggest that
different PAKs, with slightly different modes of activation, might
integrate the different signals emanating from the BMP receptors
into specific cytoskeletal rearrangements.

To date, major substrates for PAKs identified are LIMK1 and
LIMK?2 (Dan et al., 2001; Edwards et al., 1999). LIM kinases are
implicated in the regulation of actin cytoskeletal dynamics through
their ability to phosphorylate cofilin at Ser3. This has been identified
as the missing link that couples PAK activation to cytoskeletal
rearrangements. Active PAKs phosphorylate LIM kinases in the
activation loop (Thr508 for LIMKI) increasing their activity
towards cofilin (Edwards et al., 1999; Scott and Olson, 2007). Our
results indicate that, in C2C12 cells, BMP2 activates both LIMK 1
phosphorylation on Thr508 and its activity against exogenous
substrates. Moreover, we demonstrate that LIMK1 activation by
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Fig. 9. Cdc42 is required for BMP2-dependent PAK1 and PAK4
phosphorylation. (A) C2C12 cells transfected with the indicated expression
vectors were serum-starved for 16 hours and stimulated with 3 nM BMP2 for
40 minutes. Cell lysates were analyzed with the indicated phospho-specific
antibodies, and membranes reprobed with anti-PAK1, anti-PAK4 and anti-
Cdc42 antibodies. Graph indicates PAK1-P and PAK4-P levels of BMP2-
treated cells relative to their respective untreated controls. Mean =+ s.e.m. of
three independent experiments (*P<0.05, unpaired ¢-test). (B) PAK activity is
required for BMP2 to phosphorylate the LIMK1 associated to the BMPRII tail.
Immunoblot analysis of C2C12 cells overexpressing His-tagged BMPRII
under a tetracyclin (Tet-off)-regulated promoter (left panel). Cells
overexpressing His-tagged BMPRII were transfected with the expression
constructs indicated, serum-starved for 16 hours and stimulated with 3 nM
BMP2 for 40 minutes. Cell extracts were subjected to immunoblotting to
detect the total and phosphorylated LIMK 1 after Ni**-NTA-agarose
purification (right panel).

BMP2 is dependent on PI3K and PAK activities. Previous reports
indicate a direct interaction and activation of LIMKI1 by the long
cytoplasmic tail of the BMP receptor type II and a further synergism
with BMP-activated Cdc42 (Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich et
al., 2004). Although these studies reached different conclusions
about the mechanism by which BMP binding to its receptors
increases LIMK1 activity, it seems clear that BMP signaling in
dendritogenesis and synaptic stability requires LIMKI1 activity
downstream of BMP receptors (Eaton and Davis, 2005; Lee-
Hoeflich et al., 2004).

Our results also indicate that addition of BMP7 led to similar effects
as with BMP2 in chemotaxis and wound-healing assays, and reduction
of BMPRII levels did not significantly modify formation of
protrusions or migration in wound-healing assays in response to
BMP2. This evidence, and the fact that LIMK1 activation by BMP2
is dependent on PI3K and PAK activities, suggests that in addition
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Fig. 10. Role of BMPRII in BMP2-dependent actin cytoskeleton
reorganization and cell migration. (A) Chemotaxis assay. Serum-starved
C2C12 cells were allowed to migrate for 2 hours in the presence or absence of
30 pM BMP7 as described in Materials and Methods. Quantitative analysis of
eight random fields from three independent experiments (Mean + s.e.m.;
*P<0.0001, paired #-test). (B) Wound-healing migration assay. Serum-starved
wounded C2C12 cell monolayers were allowed to migrate in the presence or
absence of 3 nM BMP2 or 3 nM BMP?7 for 24 hours. The graph indicates the
invaded area. Mean + s.e.m. of three independent experiments (*P<0.001,
paired #-test). (C) Immunoblot analysis of BMPRII expression in C2C12 cells
transfected with the indicated siRNA for 48 hours. (D) C2C12 cells were
transfected with the indicated siRNA for 48 hours and serum-starved for 16
hours. Then, cells were pretreated with 2 UM cytochalasin D for 20 minutes
and allowed to recover in the absence or presence of 3 nM BMP2 for 1 hour.
Merged images of phalloidin and GFP signals are shown. Cells showing
cortical actin protrusions (arrows) are indicated. Scale bar: 20 um. Transfected
cells were counted and those showing cortical actin protrusions represented as
% of total (graph on right). Mean + s.e.m. of at least 80 transfected cells
obtained from three independent experiments (*P<0.05, paired -test compared
with the condition in the absence of BMP2). (E) C2C12 cells were transfected
with the indicated siRNA for 48 hours and serum-starved for 16 hours. Cell
monolayers were wounded and allowed to migrate for 24 hours in the presence
or absence of 3 nM BMP2. The graph indicates the invaded area. Mean +
s.e.m. from three independent experiments (*P<0.001 compared with the
condition in the absence of BMP2, one-way ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparison test).

to the interaction of LIMK1 with the BMPRII cytoplasmic tail, BMP2
is able to stimulate additional pathways that lead to full activation of
LIM kinases. In line with these findings, several reports indicate that
TGFP, whose receptor lacks the LIMK 1-interacting cytoplasmic tail,
regulates the actin cytoskeleton in mesenchymal but not in epithelial
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cell types through activation of distinct PAK and LIMK family
members (Vardouli et al., 2005; Wilkes et al., 2005; Wilkes et al.,
2003). Further studies will be required to understand how different
cell types use these pathways separately or synergistically in the spatial
regulation of the actin cytoskeleton by BMPs.

Materials and Methods

Plasmids, reagents and antibodies

Vectors encoding Cdc42wt-GFP and Cdc42-T17N-GFP were kindly provided by Xosé
Bustelo (CSIC, Salamanca, Spain). The expression vectors encoding myc-tagged full-
length activated PAK (PAK1-H83,86L) and the deletion mutant PAK-PID (aa83-149)
were provided by Gary Bokoch (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA). BMP2
was a generous gift from Wyeth (Cambridge, MA) and BMP-7 was obtained from
R&D Systems (Minneapolis, MN). The inhibitor LY294002 (Sigma, St Louis, MO)
was added to medium 1 hour before stimulation of cells with BMP2 and used at a
final concentration of 15 uM. The isoform-selective inhibitors of class I PI3Ks were
obtained from Merck-Serono (Geneva, Switzerland) and used at a final concentration
of 1 uM. Purified MBP was obtained from Sigma and purified cofilin 1 from Upstate
Biotechnology (Lake Placid, NY). Antibodies used were Smad1-P(Ser463/465), Racl
(Upstate); Tubulin (Sigma); Cdc42 (BD Biosciences, San Jose, CA); Akt, BMPR2,
myc (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); Akt-P(Ser473), PAK1-P(Thr423)/
PAK2-P(Thr402), PAK4-P(Ser474)/PAKS5-P(Ser602)/PAK6-P(Ser560), PAKI,
PAK4, LIMK1-P(Thr508)/LIMK2-P(Thr505) and LIMK1 (Cell Signaling, Beverly,
MA).

Cell culture and transfection

C2C12 and Swiss 3T3 cell lines were maintained in DMEM supplemented with 10%
FBS, antibiotics and glutamine. Cells were transfected using Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA) or FuGENE6 (Roche, Indianapolis, IN). We generated
C2C12 cells with inducible expression of His-tagged BMPRII following the Tet-Off
protocol as described (Chambard and Pognonec, 1998). First, we used two distinct
vectors that encode a tetracycline-regulated transactivator (tTA) and puromycin
resistance under the control of a tTA-responsive promoter (tetO-CMV) to generate
C2C12 cells that stably expressed tTA. After selection of puromycin-resistant clones,
we transfected BMPRII-His under the control of the tTA-responsive promoter. The
concentration of tetracycline was 100 ng/ml in all experiments.

RNA interference assays

To knockdown BMPRII expression, two siRNA duplexes against murine BMPRII
mRNA were purchased from Dharmacon (Lafayette, CO). Sense sequences of the
siRNA used were (5" to 3"): BMPRII siRNA 1, GCACAUAGGUCCCAAGAAALt;
BMPRII siRNA 2, GGGAGCACGUGUUAUGGUCtHt (Yu et al., 2005). A scrambled
control siRNA was transfected under the same conditions. 40 pmol siRNA duplexes
(and GFP plasmid to control the transfection efficiency) were added to subconfluent
C2C12 cells in 24-well plates in a mixture of Lipofectamine 2000 and OptiMEM in
the absence of serum and antibiotics. After 6 hours, fetal calf serum was added to
cultures at a final concentration of 10%. Assays to measure BMPRII levels were
performed 48 hours after transfection. Assays to measure BMP2-mediated cell
migration and actin cytoskeleton reorganization were performed after an additional
16 hours of serum starvation.

Immunoblotting, immunoprecipitation and protein kinase assays
Protein extracts were subjected to SDS-PAGE and immunoblotted as previously
described (Lopez-Rovira et al., 2002; Vinals et al., 2004) or used for in vitro kinase
assay. For kinase assays, cells were grown to confluence, starved in serum-free medium
for 16 hours and stimulated with 2 nM BMP2. Cells were washed twice in cold PBS
and lysed on ice with 500 ul per 10 cm dish of ice-cold lysis buffer (40 mM Tris-
HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.2% NP-40, 10% glycerol, 50 mM NaF, 40 mM -
glycerophosphate, 200 UM Na3;VOy4, 100 uM phenylmethilsulfonyl fluoride, 1 uM
pepstatin A, 1 ug/ml leupeptin, 4 pug/ml aprotinin). Lysates were pre-cleared by
centrifugation at 15,000 g for 10 minutes at 4°C and equivalent protein amount
(500-700 pg) was incubated overnight at 4°C with the specific antibody. Immune
complexes were collected with protein-A-Sepharose and protein-G-Sepharose (Sigma)
and washed four times in lysis buffer and twice in kinase buffer (50 mM HEPES pH
7.4, 150 mM NaCl. 1 mM MgCl,, 10 mM NaF, 1 mM Na3VOy, 5% glycerol, | mM
dithiothreitol, I mM phenylmethylsulfonyl fluoride) prior to incubation in 50 ul kinase
buffer containing 5 uM ATP, 5 uCi [y->*P]ATP per reaction and 5 pg of either myelin
basic protein (Sigma) for endogenous PAK 1 and PAK4 activity assays or GST-cofilin
for endogenous LIMKI1 activity assay. After 20 minutes at 30°C, reactions were
stopped by addition of SDS sample buffer and boiled for 10 minutes. The reaction
mixture was separated by SDS-PAGE and analysed by autoradiography. Quantification
was performed using the Bio-Rad Molecular Imager software.

F-actin staining
Cells were grown on glass coverslips in 12-well plates, starved in serum-free medium
for 16 hours and then stimulated with 3 nM BMP2. Cells were fixed in 3%

paraformaldehyde in PBS for 30 minutes at room temperature, washed twice in PBS
and permeabilized for 4 minutes in PBS containing 0.2% Triton X-100, and then
blocked in TBS containing 2% BSA for 45 minutes. To visualize F-actin, cells were
incubated with 1 uM TRITC-conjugated phalloidin (Sigma) and washed three times
with PBS before mounting on slides. Images were acquired using Leica TCS-SL
Spectral confocal microscope. For some experiments, cells were incubated with 2
UM cytochalasin D (Sigma) for 20 minutes, washed five times with medium and
allowed to recover in the presence or absence of 3 nM BMP2.

Chemotaxis assay

Chemotaxis assays were performed in 24-well Transwell plates using 8 um pore-
size polycarbonate filters of 6.5 mm diameter. Filters were coated with 1% gelatin
(from porcine skin, Type A, Sigma) for 2 hours at 37°C, washed in PBS and blocked
in PBS containing 5% BSA for 16 hours at 4°C. C2C12 cells were trypsinized, and
5%10* cells were loaded onto the upper well and left for 2 hours at 37°C to allow
the adhesion of the cells to the filter before the lower well was filled with DMEM-
1% BSA or 30 pM BMP2. After 2 hours at 37°C, non-migrated cells in the top chamber
were removed with a cotton swab and migrated cells were fixed and stained with 5
Hg/ml propidium iodide for 5 minutes. Images were acquired using Leica DM IRB2
microscope linked to a Olympus DP50 camera and cell migration was quantified by
counting the total number of cells in eight systematically sampled microscopic fields
at X100 magnification.

Wound-healing migration assay

C2C12 cells grown to confluence in 24-well plates and serum-starved for a minimum
of 16 hours to establish quiescence. Cells were incubated with 10 pug/ml mitomycin
C for 2 hours to eliminate the effect of proliferation, and cell monolayers were
wounded with a plastic tip and washed with medium to remove detached cells. The
wound was allowed to close in the presence or absence of 3 nM BMP2. The wound
was photographed in a phase-contrast microscope (Leica DM IRB2 microscope linked
to a OLYMPUS DP50 camera) and the rate of cell migration was measured as the
percentage of invaded area with respect to the initial wound area.

GST pull-down assay

C2CI12 cells were grown to confluence and serum-starved for 16 hours before
stimulation with BMP2. Cells were lysed in MLB buffer (25 mM HEPES pH 7.5,
150 mM NaCl, 1% NP-40, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VOy). Lysates
were clarified by centrifugation and incubated with 20 pg of the bacterially produced
PAK-PBD-GST fusion protein. Bound proteins were purified with Glutathione-
Sepharose beads (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) and immunoblotted with
antibodies against Rac1 and Cdc42. An aliquot of the total lysate used for precipitation
was run alongside to quantify total Racl and Cdc42.
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