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ABREVIATURES

2-AP: a2-antiplasmina

AAV: Adeno-Associated Virus

ADAM: A Desintegrin and

Metalloproteinase Protein

AKT: Protein Kinase B

AMPS: Ammonium Persulfate

ANOVA: Analysis Of Variance

AP: Aprotinina

ATF: Amino-Terminal Fragment

ATP: Adenosina-5-trifosfat

bp: base pair

bFGF: basic Fibroblast Growth Factor

bHLH: basic Helix-Loop-Helix

BMD: Becker Muscular Dystrophy

BMK-1: Big MAP Kinase-1

BrdU: 5-bromo-2-deoxyuridine

BSA: Bovine Serum Albumin

C.K.: Creatine Kinasa

cDNA: complementary DNA

CHO: Chinese Hamster Ovary

COX-2: Ciclooxigenasa-2

CpB: Carboxipeptidase B

CTX: Cardiotoxina

DAB: 3,3'-Diaminobenzidina

DAG: Diacilglicerol

DGC: Dystrophin Glycoprotein Complex
DM: Differentiation medium

DMD: Duchenne Muscular Dystrophy

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium

DMSO: Dimetilsulfoxid

DNA: Deoxyribonucleic acid
D.O.: Densitat Optica

d.p.f.: Dies post-ferida

DTT: Ditrioeritrol

EACA: e-Aminocaproic Acid
Ech: Echistatina

ECM: Extracellular Matrix

EDL: Extensor Digitalis Longus
EDP: Elastase Digestion Product
EDTA: Ethylendiaminotetraacetic acid
EGF: Epithelial Growth Factor
EGFR: EGF Receptor

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay
eMHC: embrionary Myosin Heavy Chain
EMT: Epithelial Mesechymal Transition

ESC: Embrionary Stem Cells
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ERK: Extracellular Signal-Regulated

Kinase

FAK: Focal Adhesion Kinase

FDE5: Fosfodiesterasa 5

FITC: Fluorescein Isotiocyanate

FOXO: Forkhead Transcription Factor

GAPDH: Gliceraldehid-3-fosfat

Deshidrogenasa

GM: Growth Medium

GPCR: G-protein coupled receptor

GPI: Glicosilphosphatidilinositol

GRMD: Golden-Retriever Muscular

Dystrophy

GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3

HB-EGF: Heparin-binding EGF like

Growth Factor

H/E: Hematoxilina/Eosina

HGF: Hepatocyte Growth Factor

HPLC: High Performance Liquid

Chromatography

HRP: Horseradish Peroxidase

HS: Horse Serum

IGF: Insulin Growth Factor

IGFR: IGF Receptor

IL: Interleukin
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i.m.: Intramuscular

i.p.: Intraperitoneal

IP: lodur de Propidi

iPS: induced Pluripotent Stem Cells

JAK: Janus Kinase

JNK: Jun N-terminal Kinase

kDa: KiloDalton

KO: Knock Out

LBS: Lysine Binding Sites

LMW: Low Molecular Weight

LRP: Low-density lipoprotein (LDL)-

receptor-Related Protein

Mac-1: Macrophage-1 antigen

MAFbx: Muscle Atrophy F box

MAPK: Mitogen Activated Protein

Kinase

MCK: Muscle Creatine Kinase

MCP:Monocyte Chemoatractant Protein

MEF: Myocyte Enhanced Factor

MHC: Myosin Heavy Chain

MLC: Myosin Light Chain

MMP: Matrix Metalloproteinase

MPC: Muscle Precursor Cell

MQ: Menadione
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MRF: Muscle Regulatoy Factor
MS: Mass Spectrometry

mTOR: mammalian Target Of

Rapamycin
NMDA: N-metyl-D-aspartate
NMlJs: Neuro-Muscular Junctions
NF-kB: Nuclear Factor-«B,
o/n: overnight
OPD: Orto-Phenylendiamine
P: Probabilitat
P/S: Penicilin/Streptomicin
PA: Plasminogen Activator
PAI: Plasminogen Activator Inhibitor
PAR: Protease Activated Receptor
Pax: Paired Transcription Factor
PBS: Phosphate Buffered Saline
PBS-T: PBS-Tween-20

PCR: Polymerase Chain Reaction

PDGF: Platelet-derived Growth Factor

PGE2: Prostaglandin-2

PI3K: Phosphatidylinositide 3-kinase

PKB: Protein kinase B

PLC: Phospholipase C

PKC: Protein kinase C

Plg: Plasminogen

Plg-R: Plasminogen Receptor

Pli: Plasmina

Pli-l: Plasmina Inactiva

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate

PMO: Phosphorodiamidate morpholino

oligomer

proMMP: pro Matrix Metalloproteinase

PTX: Pertussis Toxin

PVDF: Polyvinylidene Difluoride

RCL: Reactive Center Loop

RNA: Ribonucleic Acid

RT: Reverse Transcription

RT-PCR: Real Time PCR

s.C.: Subcutani

SC: Satellite Cells

SBF: Serum Bovi Fetal

sc-uPA: Single Chain-uPA

SDS: Sodium Dodecyl! Sulfate

Serpin: Serin Protease Inhibitor

SF: Scatter Factor

siRNA: small interference RNA

snRNA: small nuclear RNA

SP: Serine Protease
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SRF: Serum Response Factor TLR: Toll Like Receptor

STAT: Signaling Transducer and TNF-a: Tumor Necrosis Factor-a

Activator of Transcription protein
tPA: tissular Plasminogen Activator

suPAR: soluble uPAR
TSP: Transmembrane Serin Protease

T: Temperatura
TYK: Tyrosine Kinase

T.A.: Temperatura Ambient
uPA: urokinase Plasminogen Activator

TACE: TNF-a Converting Enzime
uPAR: uPA Receptor

TAE: Tris Acetate Buffer
utr: utrofin

tc-uPA: Two chain uPA
UV: Ultraviolet

TEMED: Tetramethylethylendiamina
VN: Vitronectin

TG: Tioglicolat
wt: wild-type

TGF-B: Transforming Growth Factor-6
WB: Western Blot

TKI: Tyrosine Kinase Inhibitor
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1. EL MUSCUL ESQUELETIC

La importancia de la locomocié i del moviment coordinat i dirigit en I'evolucié de
I espaci , . . " o . . .
espécie humana fa que I'estudi del muscul esquelétic esdevingui una ciéncia fascinant i

complexa alhora.

1.1. ESTRUCTURA

En els vertebrats el muscul esquelétic es troba unit a I'esquelet ossi a través dels
tendons i representa el 38% de la massa corporal d’'un home i el 30% d’una dona
(Janssen et al., 2000). Esta format per cel-lules polinucleades i altament diferenciades
anomenades fibres musculars. Una fibra muscular es genera a partir de la fusié de
cél-lules precursores musculars, els mioblasts, originant una estructura multinucleada
envoltada per una sola membrana cel-lular anomenada sarcolemma i és defineix com la

unitat cel-lular minima capac de produir moviment contractil.

En vertebrats la fibra muscular estriada té un diametre entre 10 i 100 um i presenta
nombroses miofibril-les que es disposen paral-leles a I'eix de la fibra generant una
aparenca estriada. El patré de les estries es repeteix cada 2 o 3 um i la unitat minima rep
el nom de sarcomer. El sarcomer conté filaments d’actina i miosina i correspon a la
unitat minima contractil. A nivell macroscopic, les fibres musculars s’agrupen formant

fascicles i un conjunt de fascicles forma el que es coneix com a muscul esquelétic (Fig. 1).

Les fibres musculars sdn molt heterogenies, fet que confereix una gran plasticitat al
muscul en la intensitat i durabilitat d’una contraccié muscular. Antigament les fibres
musculars es classificaven en funcid de les seves caracteristiques metaboliques en: fibres
de contraccié rapida (anaerobiques i de color més blanquinds) i fibres de contraccio
lenta (aerobiques i de color més vermellds per la gran concentracié de mioglobina).
Actualment les fibres musculars de mamifers adults es classifiquen en quatre tipus en
funcid de la velocitat de contraccid, la resistencia a la fatiga, el metabolisme i el tipus de
cadena pesada de la miosina o myosin heavy chain (MHC) que expressen: les fibres de
contraccio lenta s’anomenen de Tipus 1 i les de contraccié rapida s’han subdividit en

tres tipus segons la isoforma de MHC: Tipus 2A, Tipus 2B i Tipus 2X (Schiaffino, 2010).
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Figura 1. Esquema dels diferents nivells estructurals que composen el muscul esquelétic. Les fibres
musculars polinucleades compostes per miofibril-les d’actina i miosina s’organitzen en fascicles. A nivell de
teixit connectiu, el muscul s’organitza en epimisi, que recobreix la part exterior del muscul esquelétic,
perimisi que es localitza al voltant de cada fascicle i endomisi, format per fibres de col-lagen de 60 a 120
nm de diametre que rodegen cada fibra individualment. Adaptacio del llibre Dynatomy: Dynamic Human
Anatomy W Whiting and S Rugg, 2005.

http://www.humankinetics.com/excerpts/excerpts/muscle-structure-and-function

1.2. ORIGEN i FORMACIO

A excepcio d’alguns musculs craniofacials, el muscul esquelétic dels vertebrats prové
dels somites embrionaris: unitats de teixit mesodermic que es formen de forma
transitoria al llarg del tub neural i que acaben generant, entre altres, les cél-lules
precursores musculars mononucleades (mioblasts fetals, mioblast embrionaris i cél-lules

satel-lit) (Biressi et al., 2007; Braun and Gautel, 2011).

El procés de formacié del muscul esquelétic rep el nom de miogénesi. Es un procés
altament ordenat que permet la diferenciacido de mioblasts en proliferacié a miotubs
polinucleats i la maduracié d’aquests miotubs a fibres musculars adultes. El procés de
miogénesi té lloc durant el desenvolupament embrionari i en la regeneracio d’un muscul
adult després d’una lesid. Mentre que en la fomacié embrionaria del muscul les cel-lules
precursores provenen de la maduracié de les cél-lules mesodérmiques del somites

embrionaris, en la regeneracié muscular adulta les cel-lules precursores son les cel-lules
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satel-lit (Schultz, 1996), que corresponen a les cel-lules mare musculars. El procés de
miogenesi compren diverses etapes: I'etapa de proliferacié dels mioblasts, I'etapa de
diferenciacié i determinacid del llinatge miogénic de mioblasts, I'etapa de fusié dels
miocits o mioblasts mononucleats en miotubs plurinucleats i, finalment, I'etapa de
maduracié dels miotubs a fibres musculars adultes (Fig. 2). Cada etapa d’aquest procés
pot ser caracteritzada mitjancant parametres bioquimics i morfologics i es pot reproduir
in vitro mitjangant la manipulacié de les condicions de cultiu cel-lular. En cultiu, els
mioblasts proliferen en un medi amb alt contingut en serum i factors de creixement. En
reduir la concentracié de sérum i factors de creixement del medi, els mioblasts entren
irreversiblement en fase Go/G; del cicle cel-lular, comencen a expressar factors de

diferenciacié miogenica i es fusionen per formar una fibra polinucleada.

La miogenesi esta regulada per una combinacié de factors de transcripcid especifics
de muscul (Muscle Regulatory Factors o MRFs), altres factors no especifics anomenats
Myocyte Enhancer Factor (MEF) (Gossett et al., 1989) i membres de la familia E2A
(Berkes and Tapscott, 2005; Lassar et al.,, 1991). Els MRFs, que pertanyen a una
superfamilia de factors de transcripci6 amb un domini basic tipus helix-loop—heélix
(bHLH) sén quatre: MyoD (Davis et al., 1987), Myf-5 (Braun et al., 1989a), miogenina
(Myf-1) ((Edmonson and Olson, 1989; Wrigth et al., 1989) i MRF4 (Myf-6/Herculin)
(Braun et al., 1989b; Rhodes and Konieczny, 1989). Aquests es caracteritzen per ser
especifics de muscul i per la seva capacitat de diferenciar cel-lules no musculars d’origen
mesodérmic (fibroblasts, hepatocits i adipocits, entre altres) quan s’expressen de forma
ectopica (Burattini et al., 2004; Dedieu et al., 2002). Myf5 és el primer MRF expressat
durant el desenvolupament embrionari del muscul. S’expressa de forma transitoria i
indueix I'expressié inicial de MyoD, considerat el principal gen que determina el llinatge
mioblastic de les cél-lules. Amb I'expressié de MyoD s’inicia la diferenciacié miogenica
activant I'expressié de miogenina i afavorint la sortida del cicle (Kataoka et al., 2003). La
miogenina és un factor de transcripcié clau perque tingui lloc el procés de diferenciacié i
fusié dels miocits o mioblats (Buckingham, 2006). Myf4, en canvi, s’expressa
transitoriament durant el desenvolupament embrionari, just després de |'expressié de
Myf5, pero adquireix un paper primordial durant el procés postmitotic de diferenciacid

(Berkes and Tapscott, 2005; Burattini et al., 2004) (Fig 2).
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Figura 2. Representacido esquematica del procés de miogénesi i dels MRFs que hi participen. 1: la
cil-lula progenitora prolifera donant lloc als mioblasts o ceél-lules precursores musculars (etapa de
proliferacié). 2: els mioblasts surten del cicle cel-lular i s’alinien generant els miocits (etapa de
dife-enciacid). 3: els miocits es fusionen formant miotubs polinucleats (etapa de fusid). 4: els miotubs
creixen i maduren a fibres adultes (etapa de maduracid). La diferéncia entre els processos de miogénesi en
I'adult i en I'embrié resideixen, principalment, en la cél-lula muscular precursora, que en I'embrié prové
del -eixit mesodérmic i en el muscul adult és la cél-lula satel-lit. A grans trets, Myf 5 i MyoD contribueixen
en |2 proliferacid i determinacié del llinatge miogénic mentre que la miogenina i MRF4 participen en els
progessos de diferenciacid i fusid. MRF4 també s’expressa transitoriament durant la determinacié del
llinatge miogenic en la fase embrionaria. Adaptacié de (Sabourin and Rudnicki, 2000; Sartorelli and Caretti,

2005).

Actuant upstream dels MRFs es troben els factors Pax3 i Pax7 (Paired Transcription
Factors 3 i 7), que tenen un paper primordial en el desenvolupament embrionari del
muscul. Pax3 s’expressa en el mesoderm pre-somitic i la seva expressio es veu reduida
després del naixement, quedant confinada a una subpoblacié de cél-lules satéllit
(Kassar-Duchossoy et al., 2005; Relaix et al., 2006). Pax7 s’expressa amb posterioritat a
Pax3 durant el desenvolupament embrionari i es manté en les cél-lules satel-lit adultes

(Buckingham and Relaix, 2007; Olguin et al., 2007). Ambdés factors promouen l'inici del
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programa miogenic de les cél-lules precursores musculars i varien la xarxa
transcripcional d’activacié dels MRFs segons |'origen embrionari dels diferents musculs

del cos: tronc, extremitats o craneofacials (Braun and Gautel, 2011).

1.3. CEL-LULES SATEL-LIT

Les cel-lules satel-lit o Satellite Cells (SC) son una subpoblacié de cél-lules musculars,
descrita per primer cop al 1961 per Alexander Mauro, que es manté en estat no
diferenciat en el muscul adult (Mauro, 1961). Les SC sén cel-lules mononucleades i
guiescents, mitotica i metabolicament. Es troben localitzades entre la lamina basal i el
sarcolema de les fibres musculars (Armand et al., 1983) (revisat per (Bischoff and Heintz,
1994; Hawke and Garry, 2001)) i representen entre un 1% i un 5% del total de nuclis
presents en una fibra (Bischoff and Heintz, 1994; Gnocchi et al., 2009) (Fig. 3). En
resposta a un estimul extern, com pot ser una lesié muscular, la denervacié o un exercici
muscular extrem, aquestes cél-lules s’activen i comencen a proliferar i a expressar
marcadors musculars recapitulant les fases miogeniques del desenvolupament
embrionari del muscul esqueléetic. En estat quiescent, un 100% de cel-lules satel-lit
expressa Pax7 i entorn un 90% expressa Myf5 (Gayraud-Morel et al., 2012). Aixi doncs,
Pax7 és el marcador per excel-lencia de cel-lules satel-lit (Bosnakovski et al., 2008; Seale
et al., 2004; Seale et al., 2000) i la manca de la seva expressioé produeix la mort d’aquest
tipus cel-lular (Buckingham, 2006). En estat proliferatiu (un cop activades) les cél-lules
satellit, que ja s’identifiguen com a mioblasts, comencen a expressar MyoD i
disminueixen I'expressié de Pax7 i Myf5, iniciant el procés de diferenciacié i fusio

miogéniques (Gayraud-Morel et al., 2012; Le Grand and Rudnicki, 2007) (Fig. 3).

Aquestes cel-lules satél-lit activades tenen també la capacitat d’autoregenerar noves
cel-lules satel-lit quiescents, que mantindran la capacitat de regeneracié del muscul

esquelétic (Morgan and Partridge, 2003; Tabebordbar et al., 2013) (Fig. 3).

A part del seu paper clau en la regeneracié muscular, les cel-lules satel-lit també
regulen el creixement del muscul adult, i intervenen en processos patologics com

I'hipertrofia o I'atrofia musculars. S’ha descrit que el nombre i la capacitat regenerativa
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de les cel-lules satel-lit decreix amb el temps (Burattini et al., 2004), fet que podria estar
relacionat amb la perdua de musculatura amb I'edat o sarcopénia (Hawke and Garry,

2001).
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Figura 3. Esquema de la posicié d’una ceél-lula satel-lit en una fibra muscular i factors involucrats en
la fase de quiescéncia i en la fase de generacié muscular. Les cél-lules satél-lit quiescents localitzades sota
la lamina basal abandonen el seu ninxol, s’activen i proliferen per diferenciar-se i formar noves fibres pero
també per regenerar la poblacié de cél-lules satel-lit. Aquest cicle esta orquestrat per les proteines PAX i

per MRFs. Adaptacio de (Buckingham, 2006).

1.4. REGENERACIO MUSCULAR

El muscul esqueletic, per la seva propia naturalesa, és un teixit sotmés a continues
tensions que poden provocar lesions musculars. Aixi doncs, per evitar la perdua de
massa muscular, el teixit muscular presenta una gran i rapida capacitat de regeneracié
(Charge and Rudnicki, 2004). La regeneraci6 muscular és un procés complex que
requereix la modulacié i coordinacié entre cel-lules satél-lit, factors de creixement,

citoquines, els sistemes inflamatori i vascular i la remodelacié de la matriu extracel-lular.

Immediatament després d’una lesid muscular, les fibres i vasos danyats, juntament
amb les cel-lules inflamatories locals, alliberen citoquines i factors de creixement.
Aquests factors estimulen la migracié de cél-lules del sistema inflamatori cap a I'area

danyada, generant la inflamacio de la zona. Les cél-lules inflamatories secreten noves
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citoquines capaces d’induir la proliferacid i la supervivencia cel-lular i fagociten els debris
cel-lulars, activant les cél-lules satel-lit i afavorint que aquestes puguin migrar i proliferar
a I'area danyada (Mann et al., 2011). Una subpoblacié majoritaria de cél-lules satel-lit
entra en el procés de diferenciacio i fusid per restaurar les fibres musculars preexistents
malmeses i per formar-ne de noves, mentre que una altra subpoblaci6 més reduida
retorna al seu estat quiescent per mantenir la poblacié de cél-lules satel:lit en el teixit

regenerat (Mann et al., 2011) (Fig. 4).
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Figura 4. Fases del procés de regeneracid6 d’una fibra muscular adulta. En resposta a un
traumatisme les cél-lules satel-lit s’activen i proliferen. Algunes d’aquestes cel-lules activades retornen a
I’estat inicial de quiescencia renovant el pool de cel-lules satél-lit. En canvi altres migren a la regié danyada
regenerant les fibres danyades (procés d’hipertrofia) i generant-ne de noves (procés d’hiperplasia). En les
fibres regenerades els nuclis es troben inicialment en posicié central i en madurar migren a zones

periferiques. Adaptat de (Hawke and Garry, 2001).

A nivell morfologic, la principal caracteristica d’una fibra en regeneracié és la seva
mida reduida i la preséncia de nuclis en posicié central, en comparacié a les fibres
madures que presenten un major tamany i els nuclis en posicid periférica. A nivell

molecular, les fibres en creixement expressen marcadors de regeneracié muscular com
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la cadena pesada de la miosina embrionaria (embrionary Myosin Heavy Chain,

eMHC)(Biressi et al., 2007; Wigmore and Evans, 2002).

A part de les cel-lules del sistema inflamatori i les cel-lules satél-lit, una correcta
reparacio del muscul esquelétic implica la remodelacié adequada de la ECM. La formacié
i degradacido dels diferents components de la ECM (Extracellular matrix) esta
orquestrada per I'expressid de proteases extracel-lulars i els seus inhibidors afavorint la
formacié d’una nova xarxa proteica que permet la migracio cel-lular, estabilitza el teixit i
permet I'assentament de les noves fibres formades. La reconstruccié de la matriu
extracel-lular també és crucial per guiar la formacié de les unions neuromusculars
(Neuro-Muscular Junctions, NMJs) (Lluri et al., 2006) i la revascularitzacié de la zona

danyada (Mann et al., 2011).

2. LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE | EL SEU MODEL MURI, MDX

Les distrofies musculars comprenen un gran grup de desordres genetics
caracteritzats per la debilitacié progressiva del muscul esquelétic. La Distrofia Muscular
de Duchenne (DMD) és la forma més severa de totes i una de les més estudiades. Es una
malaltia muscular degenerativa recessiva lligada al cromosoma X que afecta a 1 de cada
3500 individus masculins (Emery, 1991) i esta causada per mutacions en el gen de la
distrofina que, majoritariament, provoquen la perdua del patré de lectura i, per tant,
anul-len la seva expressié (Hoffman et al., 1987). La manca de distrofina comporta una
debilitacio muscular progressiva, comencant per les cames i la pelvis, i continuant pels
bragos, coll i cap. Els afectats presenten els primers simptomes durant els primers anys
de vida i la majoria moren abans dels 30 anys degut a problemes respiratoris o fallada
cardiovascular (Muntoni et al., 2003) (revisat a (Tabebordbar et al., 2013)). Existeix una
variant menys severa coneguda com a Distrofia Muscular de Becker (BMD). La DMB
també és deguda a mutacions en el gen de la distrofina, pero en aquest cas, el patré de
lectura del mRNA no es veu alterat i es genera una proteina parcialment funcional. Els
individus amb DMB presenten un fenotip molt menys sever i més heterogeni que el de la

DMD (Koenig et al., 1988).
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2.1. LA DISTROFINA | EL COMPLEX GLICOPROTEIC ASSOCIAT A LA DISTROFINA

La distrofina és una proteina estructural de 477 kDa codificada per un gen de 2,4 Mb
i 79 exons, el més gran del genoma huma conegut fins al moment, situat en el
cromosoma X (Hoffman et al., 1987). La distrofina s’expressa principalment en muscul
esqueletic i cardiac i, en menor grau, al cervell (Muntoni et al.,, 2003; Nakamura and
Takeda, 2011). La seva funcié és unir el citoesquelet de les fibres musculars a I'entorn
extracel-lular transmetent la forca i estabilitzant el sarcolemma durant la contraccié
muscular (Straub et al., 1992). Estructuralment la distrofina esta formada per quatre
dominis: el domini N-terminal que |i permet unir-se a la F-actina del citoesquelet, el
domini intermedi Rod format per 24 repeticions d’espectrina que presenten una
estructura de triples hélix i li confereixen elasticitat, el domini ric en cisteines i el domini
C-terminal, amb el qual s’uneix al complex glicoproteic associat a la distrofina (DGC o
Dystrophin Glycoprotein Complex). Aquest complex esta constituit per a i B-distroglicans,
guatre proteines transmembrana (a, B, v i 6-sarcoglica), la proteina sarcospan, les
proteines citoplasmatiques a i B- sintorfines i la proteina a-distrobrevina (Ervasti and

Campbell, 1991; Tabebordbar et al., 2013) (Fig. 5).

La perdua funcional de la distrofina déna lloc a la desestabilitzacié del complex DGC
induint la ruptura del sarcolemma durant una contraccié muscular i generant un dany
continu de la fibra muscular (Petrof et al., 1993). Per aquest motiu en pacients de DMD,
les cél-lules satél:lit estan sotmeses a cicles continuats de regeneracid per compensar el
dany muscular produit, pero amb la progressié de la malaltia, les céel-lules satellit
perden la capacitat de regeneracid i el teixit adipds i connectiu invaeix les fibres
musculars, incrementant la debilitat i la pérdua de massa muscular (Jejurikar and Kuzon,
2003; Sacco et al.,, 2010). El dany muscular continu indueix alhora una resposta
inflamatoria continua que esdevé cronica i contribueix en la sobreactivacié dels
fibroblasts musculars, responsables de la deposicié de ECM, produint fibrosi i dificultant

la regeneracié muscular (revisat a (Mann et al., 2011)).
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Figura 5. Esquema del Complex Glicoproteic associat a la Distrofina (DGC) del muscul esquelétic. El
DGC esta format per proteines citoplasmatiques (distrobrevina, sintrofines a i f i la oxid nitric sintasa
neuronal (nNOS)); proteines transmembrana (sarcoglicans o, B, v i 5, el sarcospan i el B-distroglica) i
proteines extracel-lulars (a-distroglica, laminina i biglica). La distrofina s’uneix al DGC a través del seu
extrem C- terminal i el connecta al citoesquelet de F-actina a través del seu extrem N-terminal. Figura

extreta de (Tabebordbar et al., 2013).

A part de la DMD existeixen un gran nombre de distrofies musculars associades a

mutacions d’alguna de les proteines del complex DGC (Tabebordbar et al., 2013).

2.2. EL RATOLI MDX. MODEL MURI DE DMD i MODEL DE REGENERACIO MUSCULAR

El gen de la distrofina és un gen altament conservat evolutivament. Existeixen
sequencies homologues entre animals vertebrats (mamifers, ocells i peixos) i també en
invertebrats com el nematode Caenorhabditis elegans i la mosca Drosophila
melanogaster. La deficiencia de distrofina ha estat estudiada en una gran varietat de

models animals, pero els més acceptats i utilitzats per la seva homologia amb els
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humans son el model muri mdx i el model cani de golden retriever (Golden Retriever

Muscular Dystrophy, GRMD) (Nakamura and Takeda, 2011).

El model muri de la DMD, o ratoli mdx (X-linqued muscular dystrophy), presenta una
mutacié puntual a I'exd 23 del gen de la distrofina que genera un codd d’aturada
prematur impedint la sintesi de la proteina (Sicinski et al., 1989). Va ser descobert
fortuitament als anys vuitanta en la soca C57BI/10 (Bulfield et al., 1984; Coulton et al.,
1988). En el ratoli mdx els primers simptomes histologics apareixen entorn les 3
setmanes de vida i el fenotip s’agreuja amb I'edat, reduint un 20% I'’esperanga de vida

dels ratolins (Chamberlain et al., 2007).

Malgrat la similitud genética amb la DMD humana, els ratolins mdx presenten un
fenotip molt menys sever. El ratoli mdx presenta menys degeneracié de les fibres
musculars i més capacitat de regeneracid, en comparacio els humans, el que es tradueix
en menys fibrosi i menys inflamacid. Els simptomes més severs de |la patologia es poden
observar en el diafragma dels ratolins mdx (Stedman et al., 1991), un dels musculas més

afectats en aquesta patologia.

No es coneix el motiu pel qual en els ratolins la manca de distrofina dona lloc a una
patologia menys severa que en humans, pero estudis realitzats en els ultims anys
semblen indicar que les cel-lules satél-lit murines presenten telomers molt mes llargs
qgue les cel-lules satel-lit humanes, permetent més cicles de replicacid i, per tant, una

major capacitat regenerativa (Sacco et al., 2010).

Tot i presentar un fenotip molt menys sever que els humans amb DMD, el ratoli mdx
és el model més ampliament utilitzat per I'estudi d’aquesta patologia. A més, degut als
cicles continus de degeneracid/regeneracid, fan que també siguin un molt bon model
per lI'estudi de processos involucrats en la regeneracid6 muscular (Grounds and
McGeachie, 1992). En alguns estudis s’ha intentat incrementar la severitat del fenotip
distrofic dels mdx per tenir un fenotip més similar a la DMD humana (De Luca et al.,

2003; Fairclough et al., 2011).

A diferencia del ratoli mdx, el model cani GRMD presenta unes caracteristiques

fisiopatologiques i cliniques molt més similars als pacients amb DMD: perdua de
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musculatura, degeneracid muscular progressiva, fibrosi i complicacions cardiovasculars
que resulten en una disminucidé drastica de I'esperanga de vida. Tot i aixi, I'elevada
dificultat i cost de manteniment d’una colonia canina i les gliestions eticosocials que
comporta treballar amb aquest model animal, es restringeix el seu Us en estudis

preclinics (revisat a (Wang et al., 2009b)).

2.3. TRACTAMENTS ACTUALS

Actualment la DMD no té cura i les terapies més establertes es basen en pal-liar els
simptomes de la malaltia. Els farmacs més utilitzats en aquest aspecte sén els
corticoesteroids (Deflazacort i Prednisone) (Govoni et al.,, 2013; Manzur et al., 2004;
Sugita and Takeda, 2010). Aquests farmacs poden retardar I'aparicié dels simptomes i
milloren la forca muscular allargant lleugerament la vida dels pacients per mecanismes
encara poc definits (Bushby et al., 2004; Govoni et al., 2013). Aquest tractaments, pero,
tenen un gran nombre d’efectes secundaris com hipertensid, diabetis i increment de
pes, entre altres (Manzur et al., 2008; Tabebordbar et al., 2013).

Les aproximacions terapeutiques dels ultims anys per curar la DMD, es basen en
recuperar |'expressio de la distrofina en el muscul esquelétic i cardiac. En els ultims 10
anys, s’han desenvolupat diverses terapies farmacologiques, moleculars i cel-lulars que
permeten la recuperacid parcial de I'expressido de la distrofina i algunes d’aquestes

estrategies es troben actualment en fases cliniques li Ili Ill.

2.3.1. Terapies farmacologiques

Entre un 10 i un 15% dels pacients amb DMD presenten mutacions que generen un
codé d’aturada prematur (Aartsma-Rus et al., 2006). Donada l'elevada incidéncia
d’aquesta mutacioé genetica en individus amb DMD, diversos estudis realitzats ens els
ultims anys s’han dirigit cap a la seleccié de molécules capaces de promoure la traduccié
del mRNA malgrat I'existencia d’aquest codé d’aturada. Farmacoldgicament aquest fet
es pot aconseguir amb |'antibiotic aminoglicosidic gentamicina (Barton-Davis et al.,

1999) o amb la moléecula Atalures o PTC124 (Welch et al., 2007). Tant la gentamicina,
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gue interacciona amb la subunitat 40 S del ribosoma, com PTC124, que interacciona
amb la subunitat 60 S, promouen la traduccié del gen de la distrofina malgrat la
presencia d'un codo d’aturada prematur. Mentre que la gentamicina presenta diversos
efectes secundaris en els assajos clinics, el PTC124 sembla induir una lleugera millora en
els pacients amb DMD a dosi baixa i, actualment, es troba en fase clinica Ill d’estudi

(Finkel, 2010; Govoni et al., 2013).

Altres farmacs en estudi son antioxidants (Buyse et al., 2009), antiinflamatoris
inhibidors de NF-kB o TNFa (Fairclough et al., 2012), compostos com IGF-1 (Insuline-like
growth factor) que afavoreixen l'increment de massa muscular (Clemmons, 2009;
Gregorevic et al., 2004; Lynch et al., 2001; Singleton and Feldman, 2001) o inhibidors de
la miostatina, un regulador negatiu de la miogénesi (McPherron et al., 1997; Schuelke et
al., 2004). Recentment també s’ha posat molt interés en els compostos Sildenafil
(Adamo et al.,, 2010) i Tadalafil (Asai et al., 2007), inhibidors no selectius de la
fosfodiesterasa 5 (FDE5) que induiexen una millora cardiaca i muscular en el ratoli mdx.
Aquest inhinidors de FDE5 es troben actualment en fase clinica amb pacients de BDM i

DMD (Tabebordbar et al., 2013).

2.3.2. Terapies genétiques

Les terapies genetiques sén de les mes prometedores actualment i es basen en la
introduccid del gen corregit de la distrofina mitjancant plasmids i vectors virals, o bé en
la correccié genetica de la distrofina mitjancant oligonucleodtids quimérics o antisentit

gue permetin reestablir el patré de lectura (exon skipping).

La distrofina codifica per un mRNA de 14 kb, fet que dificulta la seva incorporacié a
través de plasmids vector virals, amb capacitat reduida. Tot i aixi, s’Tha observat que
pacients amb llargues deleccions en el gen de la distrofina presenten un fenotip poc
sever, com en alguns pacients de BMD. Es demostra d’aquesta manera que amb només
I’expressié dels dominis clau per la interaccié amb el citoesquelet d’actina i amb la part
del DGC que interacciona amb ECM a la regié C-terminal, es genera una proteina

suficientment funcional a nivell estructural i de senyalitzacié (Zhang and Duan, 2012).
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Aixi doncs, molta recerca s’ha basat en el disseny de “mini” o “micro” distrofines
funcionals que poden ser incorporades per vectors virics adeno-associats (AAV). Els AAV
han demostrat una bona eficiéncia per infectar el muscul esqueléetic, presenten una
baixa immunotoxicitat i tenen una capacitat de 5 kb (Govoni et al., 2013). Tot i que
I’'aproximacié genética era molt esperancadora es va detectar que I'expressio de la mini
o micro distrofina, que no es troba en I'hoste, indueix una resposta immune que

destrueix la proteina actuant com un neoantigen (Mendell et al., 2010).

Una alternativa podria ser I'expressié d’utrofina, 'homoleg de la distrofina que
s’expressa en I'estat embrionari i que queda confinada en els tendons musculars i unions
neuromusculars en estat adult (Clerk et al., 1993; Tome et al., 1994) Diversos estudis
suggereixen que I'expressié d’utrofina podria compensar la manca de distrofina (Amenta
et al., 2011; Hirst et al., 2005; Mattei et al., 2007) i, recentment, s’han desenvolupat
diverses estrategies per recuperar I'expressié d’utrofina com la incorporacid sistémica
de TAT-micro-utrofina (una utrofina recombinant que li manca una part del domini
central Rod) (Call et al.,, 2011; Sonnemann et al., 2009) o l'increment de I'expressié
d’utrofina mitjangant farmacs recentment descoberts com SMT Cyi00 (Tinsley et al.,
2011). Aquestes noves i prometedores estratégies evitarien la resposta immunologica
gue s’observa amb la distrofina perd no la resposta immunologica propia del vector

AAV, que impedeix successives administracions amb el mateix serotip.

Una altra estrategia genetica amb molt bones expectatives i en estats clinics
avangats es la tecnica d’exon skipping que consisteix en la reparacié del gen endogen de
la distrofina eliminant els exons problematics i recuperant el patré de lectura. Es tracta
d’un procés postranscripcional que interfereix en la maduracié del transcrit. Per
aconseguir aquesta remodelacié del trancrit s’utilitzen oligonucleotids antisentit. Els
més utilitzats per ser més biologicament estables i resistents a les endonucleases sén el
PMO (Phosphorodiamidate morpholino oligomer) i el 220OMP (2’-O-methyl-phosphoro-
thionate). Actualment I'Gs de 2’0OMP contra I'exé 51 del gen de la distrofina (PRO 051) i
contra I'exé 44 (PRO 044) es troben en fase clinica Ill i I, respectivament, (Goemans et
al., 2011). La limitacié d’aquesta técnica és que només un 20% dels pacients presenten
mutacions que recuperen el marc de lectura eliminant I’exé 51 i només un 5% eliminant

I'exé 44 (Magri et al., 2011). Caldria, doncs, dissenyar oligonucleotids antisentit
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especifics per cada pacient. Actualment s’esta estudiant la possibilitat de realitzar
aquesta técnica en diversos exons a la vegada (multiple exon skipping), a la qual podrien
acollir-se fins a un 63% dels pacients amb DMD (Adkin et al., 2012; Beroud et al., 2007;
Yokota et al., 2012). Les limitacions de la técnica d’exon skipping sén la baixa penetracid
en el teixit cardiac, la poca durada en el muscul esquelétic i el cost que suposen
multiples injeccions. Una possible millora de la técnica es podria aconseguir incorporant
de les seqliencies genetiques dels oligonucleotids antisentit en Ul o U7 small nuclear
RNA (snRNA). Aquests podrien ser incorporats en vectors AAV i injectats directament al
muscul esquelétic obtenint una expressié més prolongada en el temps (Partridge, 2011;

Pichavant et al., 2011).

2.3.3. Terapies cel-lulars

Sén tecniqgues amb un elevat potencial per a futurs tractaments de distrofies
musculars. Es basen en el transplantament de cel-lules mare amb el gen de la distrofina
corregit capaces de fusionar-se amb les miofibres existents i de regenerar el ninxol de
cél-lules satél-lit. El transplantament cel-lular pot ser al-logénic (d’un individu donant sa)
o autoleg (cel-lules derivades del propi pacient on s’ha corregit el gen de la distrofina per
un procés ex vivo). En un transplantament al-logenic hi ha risc de rebuig i caldra
subministrar immunosupressors. El transplantament de cel-lules satel-lit ha estat el mes
estudiat en ratolins mdx (Boldrin et al., 2009; Cerletti et al., 2008; Sacco et al., 2008)
pero la baixa supervivéncia, la pérdua de capacitat miogenica després del cultiu in vitro i
la poca capacitat de migracié d’aquestes cel-lules va motivar la recerca de técniques per
millorar I'adhesié de les cel-lules transplantades (Gerard et al., 2012; Montarras et al.,
2005), com la possibilitat d’utilitzar cel-lules mare diferents dels mioblasts i de les
cél-lules satel-lit perd amb potencial miogénic. Aquest és el cas dels mesoangioblasts
(Sampaolesi et al., 2006), les cel-lules hematopoiétiques CD133+ (Benchaouir et al.,
2007; Torrente et al., 2007), les cel-lules satel-lit del moll de I'0s (Bittner et al., 1999) i la
poblacid lateral de cél-lules musculars (SP, Side Population Cells) (Asakura et al., 2002;
Bachrach et al., 2006) que, a diferéncia de les cel-lules satél-lit, tenen I'avantatge de

poder ser administrades sistémicament a través dels vasos sanguinis i presenten una
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gran capacitat migratoria i millor eficiencia en el transplantament (revisat a (Quattrocelli

et al.,, 2010)).

Un altre grup de cél-lules amb possible potencial terapeutic en la DMD sén les
cél-lules mare embrionaries (ESCs, Embrionary Stem Cells) (Barberi et al., 2007; Darabi et
al., 2008) i les iPS (Induced Pluripotent Stem Cells) (Park et al., 2008). Les ESCs s’obtenen
de la massa interna del blastocist preimplantacional, poden generar el llinatge
mioblastic i tenen capacitat il-limitada de replicacid. Les iPS sén cél-lules somatiques
reprogramades per assolir les caracteristiques pluripotents de les ES. L’Us de les iPS evita
problemes étics i de rebuig, ja que es poden utilitzar cel-lules del mateix pacient
reprogramades i corregides genéticament, pero la reprogramacio cel-lular ha de ser molt
controlada per evitar la possible formacié de tumors. La generacié de mioblasts a partir
de iPS del pacient suposaria un gran avanc¢ en la terapia cel-lular de les distrofies

musculars.

Per altra banda, també es coneix que la sobreexpressié de MyoD en cultius de
fibroblasts indueix la seva conversido a mioblasts (Lattanzi et al., 1998). Estudis recents
proposen la possibilitat d’utilitzar els propis fibroblasts del pacient, presents en grans
guantitats en els malalts de DMD, com a possibles cel-lules a corregir ex vivo i
transplantar de nou al pacient sense la necessitat de reprogramar i convertit la cel-lula
en iPS (Kimura et al., 2008). Una aplicacié realment interessant seria poder induir la
conversié dels fibroblasts a mioblasts de forma sistematica en el propi pacient, pero
actualment encara no és possible modificar una determinada poblacié cel-lular in vivo

(revisat a (Konieczny et al., 2013).
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3. LA MATRIU EXTRACEL-LULAR | EL SISTEMA D’ACTIVACIO DEL PLASMINOGEN

3.1. LA MATRIU EXTRACEL-LULAR DEL MUSCUL ESQUELETIC
3.1.1. Composicio.

La matriu extracel-lular esta constituida per un conjunt de proteines i polisacarids
qgue formen una malla organitzada que actua de suport per les cel-lules i s’adapta als
seus requisits funcionals. En el teixit muscular la matriu extracel-lular es troba dividida
en: Epimisi, que envolta el muscul sencer, Perimisi, que envolta cada fascicle o conjunt
de fibres, i Endomisi, que envolta cada fibra muscular individual juntament amb la
membrana basal (Fig. 1). Diversos estudis indiquen que el col-lagen tipus | predomina en
el perimisi mentre que el col-lagen tipus Il és el predominant en I'endomisi i I’epimisi. La
membrana basal, en canvi esta formada majoritariament per col-lagen tipus IV (Gillies
and Lieber, 2011). A part de col-lagens, la ECM també esta formada per proteoglicans i

glicosaminoglicans, situats majoritariament a la membrana basal i a I'endomisi.

Durant anys es va considerar que la Unica funcié de la ECM era una funcié mecanica
de sosteniment i estabilitzacio fisica dels teixits. Actualment, pero, es coneix que ECM
també intervé en el comportament de les cel-lules que sustenta, generant senyals de
supervivencia, diferenciacid, migracié i proliferacid (Gillies and Lieber, 2011). S’ha descrit
gue els proteoglicans poden unir factors de creixement com el factor de creixement de
fibroblasts (Fibroblast Growth Factor, FGF) o el factor de creixement d’hepatocits
(Hepatocyte Growth Factor, HGF) aixi com TGF-B (Transforming Growth Factor-B).
Aguests factors poden ser alliberats i activats per proteases extracel-lulars, permetent la
seva unio a receptors de membrana de cél-lules satél-lit i miofibres, i activant vies de

senyalitzacio intracel-lulars (Gillies and Lieber, 2011; Whitelock et al., 1996).

També formen part de la lamina basal glicoproteines com la laminina i fibronectina,
gue mantenen la connexid entre la ECM i el sarcolema de la fibra mitjangant la seva
interaccié amb integrines (von der Mark et al., 1991; Wu et al., 1995) (revisat a (Gillies
and Lieber, 2011)). Molt recentment també s’ha descrit la participacid directa d’aquests
components en la senyalitzacié de cél-lules satel-lit i la seva activacié (Bentzinger et al.,

2013; Yasaka et al., 2013).
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3.1.2. Sintesi i degradacid: participacio de proteases extracel-lulars.

Diversos processos fisiopatologics requereixen la remodelacid/regeneracié de la
ECM. Alguns exemples son |'embriogénesi, l'ovulacié, la resposta immunitaria,
I’angiogenesi, la invasid tumoral, la curacié de ferides o la regeneracid muscular.
Aguesta remodelacié de la ECM esta regulada principalment per proteases associades a
la membrana cel-lular que mantenen l'equilibri entre la sintesi i la degradacidé de la
matriu extracel-lular, aixi com |’activitat de citoquines i factors de transcripcid, per tal de
crear les condicions idonies per la proliferacié, migracié o diferenciacié cel-lular (revisat

a (Qiu et al., 2007)).

En la regeneracid muscular, ja sigui després d’una lesié o durant processos patologics
com és el cas de les distrofies musculars, les proteases principalment involucrades en la
remodelacié de la ECM es classifiquen en dos families: les metal-loproteases (MMPs) i

les serina-proteases (SP).

Les MMPs sén una familia d’enzims calci-dependents que contenen un ié zinc en el
seu domini catalitic. Se’n coneixen 24 tipus (23 en humans), que es secreten en forma de
zimogen o pro-enzim i requereixen un tall proteolitic per ser completament actives. Un
cop activades poden degradar de forma selectiva diferents components de la matriu
extracel-lular. Les metal-loproteases més importants per la remodelacié de ECM durant
la regeneracid muscular in vivo son les col-lagenases MMP-2 i MMP-9, capaces de
degradar els col-lagens |, Il i Il desnaturalitzats, col-lagen IV i V natius, laminina, elastina,
proteoglicans i fibronectina (Carmeli et al., 2004; Fukushima et al., 2007). Tot i ser dues
metal-loproteases molt similars, estudis recents suggereixen que MMP-9 té un paper
essencial en la infiltracio de cél-lules del sistema inflamatori mentre que MMP-2 sembla
contribuir en la recomposicié de la ECM durant la formacio i creixement de noves fibres

musculars (Alameddine, 2012; Fukushima et al., 2007).

Les MMPs no solament participen en la degradacié de components extracel-lulars

sind també afavoreixen la migracié i diferenciacié de mioblasts i cel-lules satél:lit (Bellayr
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et al., 2013). Aquest és el cas de MMP-1, MMP-2, MTIMMP (MMP-14), MMP-9 i, més
recentment, MMP-13 (Alameddine, 2012; Chen and Li, 2009; Lei et al., 2013).

La familia de les SP és una familia molt amplia de proteines amb una seqliéncia Ser-
His-Asp en la seva regio catalitica. Algunes sén secretades a I'espai extracel-lular mentre
que altres es troben ancorades a la membrana cel-lular mitjancant un enllag
glicosilfosfatidilinositol (GPI), o a través d’'un domini transmembrana de tipus | o de tipus
Il (també anomenades TTPS) (Netzel-Arnett et al.,, 2003). Una part de les serina
proteases secretades a I'espai extracel-lular es focalitzen a la regid pericel-lular gracies a
la unioé a receptors de membrana (Qiu et al., 2007). Aquest és el cas de les proteases del
sistema d’activacio del plasminogen o Plasminogen Activation System (PAS), ampliament
conegut per la capacitat fibrinolitica i de degradacié de la ECM (Irigoyen et al., 1999).

L'acumulacié d’un excés de ECM produeix el que es coneix amb el nom de fibrosi.
Aguest fenomen te lloc en situacions patologiques, com en les distrofies musculars i es
deu a la preséncia de processos inflamatoris cronics que desencadenen I'augment de
factors profibrotics com el TGF-B i I'activacio de fibroblasts a miofibroblasts, principals
productors de col-lagen (Mann et al., 2011). En aquests casos la plasmina, que s’ha vist
gue actua com a antifibrotic en altres teixits (Hattori et al., 2004), podria tenir un paper

clau.

3.2. COMPONENTS DEL SISTEMA D’ACTIVACIO DEL PLASMINOGEN

Com s’ha comentat, el sistema d’activacié del plasminogen (PAS) és un dels
principals sistemes de proteases involucrats en la remodelacié de la matriu
extracel-lular. La seva participacié s’ha descrit en processos com la curacié de ferides,
I’embriogenesi, I'angiogenesi, I'invasié tumoral i la regeneracié muscular, entre altres
(revisat a (Miles et al., 2005) i (Schaller and Gerber, 2011)). PAS esta format per un
conjunt de proteines amb activitat serina-proteasa que regulen I'activitat de la plasmina
(Pli), una proteasa d’ampli espectre de substrat provinent de I’activacio del plasminogen
(Plg) i que es troba involucrada en la fibrindlisi i en la remodelacié de la matriu

extracel-lular (Fig. 6).
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Figura 6. Components del sistema d’activacio del plasminogen (PAS). El plasminogen es troba unit a
la membrana cel-lular a través dels seus receptors. L'activador de tipus uroquinasa (uPA) s’uneix al seu
receptor de membrana (uPAR) activant el plasminogen a plasmina a nivell pericel-lular. Les funcions
pericel-lulars de la plasmina sén la degradacié de diferents components de la matriu extracel-lular,
I'activacio i alliberacié de factors de creixement i I'activacié de metal-loproteases (MMP), que també
participen en la degradacié de la ECM. La plasmina també es capag d’activar la forma inactiva de uPA (pro-
uPA), a la seva forma activa (uPa), amplificant la propia activacié del plasminogen. L’activacié del
plasminogen pot ser inhibida mitjancant la participacid d’ inhibidores dels activadors del plasminogen
(sobretot PAI-1 i PAI-2) o bé a través d’alfa-2-antiplasmina, que bloqueja el centre actiu de la plasmina.

Imatge adaptada de (Smith and Marshall, 2010).

3.2.1. Plasminogen/Plasmina

El Plasminogen huma (Plg) és una glicoproteina de 810 aminoacids sintetitzada
principalment al fetge i amb una distribucié ubiqua. Després d’eliminar el péptid senyal
format per 19 aminoacids, la forma madura del Plg, de 92 kDa, és alliberada al plasma
sanguini on es troba a una concentracié promig de 2,2 uM (Collen and Verstraete, 1975;
Syrovets et al., 2012). Presenta un domini amb un extrem N-terminal on es localitza el
péptid senyal i un péptid d’activacio, cinc estructures d’'uns 80-90 aa en forma de loop
anomenades kringles estabilitzades per tres ponts disulfur, i un extrem C-terminal on es
localitza la triada catalitica: Hisgos Aspess i Serss1 (Fig. 7). En els kringles, que s’enumeren
de I'1 al 5 (K1-K5) (Fig 7), és on es localitzen les regions d’unid a residus de lisina (Lysine

Binding Sites o LBS) responsables de la unié del Plg a la matriu extracel-lular, a la fibrina
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o bé a la superficie cel-lular de procariotes i eucariotes a través de molécules de

membrana que actuen com a receptors (revisat a (Castellino and Ploplis, 2005)).

En organismes superiors, els principals activadors del plasminogen sén I’activador
del Plg de tipus tissular (tPA) i I'activador del Plg de tipus uroquinasa (uPA). Aquestes dos

6L yal®®? generant dues cadenes que es

activadors tallen el Plg per l'enllag Arg
mantenen unides mitjangant dos ponts disulfur: una cadena pesada (60 kDa) que
conserva els cinc kringles i una cadena lleugera (33 kDa) que conté la triada catalitica, i
que queda exposada a |'exterior (Myohanen and Vaheri, 2004) (Fig. 6). Aquesta forma

activa rep el nom de plasmina (Pli).

El plasminogen es pot presentar en diferents isoformes i conformacions. La forma
nativa en circulacié és el Glu-Plg. S"anomena aixi perqué el primer aminoacid de I'extrem
N-terminal és I'acid glutamic (Glu) (Kwon et al., 2005; Schaller and Gerber, 2011). Per
altra banda, el Glu-Plg pot presentar dues conformacions, una de tancada o T (Tight), en
la qual el Kringle 5 interacciona amb I'’extrem N-terminal i és més estable en solucio, i
una conformacié oberta o R (Relaxed), que s’adopta quan el Glu-Plg s’uneix als seus
receptors de membrana o analegs de lisina (Castellino and Ploplis, 2005; Dejouvencel et
al., 2010). Aquesta conformacié oberta és similar a la forma Lys-Plg, i és més facilment

activable per uPA i tPA (Bhattacharya et al., 2012; Han et al., 2011; Miles et al., 2005).

Un cop activat, el plasminogen es converteix en plasmina, una proteasa d’ampli
espectre de substrat especialitzada en la degradacio dels polimers insolubles de fibrina
generats a conseqiéncia de l'activacié la cascada de coagulacié. A part de la funcid
fibrinolitica, la plasmina participa en la degradaci6 de components de la matriu
extracel-lular entre els quals es troben la fibrina, la fibronectina, la vitonectina, els
proteoglicans i els principals components de la lamina basal que sén la laminina i el
col-lagen IV (revisat a (Ceruti et al., 2013; Hildenbrand et al., 2008)). A més, la plasmina
té un paper important en l'activacié d’altres proteines involucrades també en la
degradacid de la matriu extracel-lular com les metal-loproteases (MMPs), sintetitzades
com a formes latents (pro-MMPs), i alguns factors de creixement com el factor de

creixement fibroblastic basic (bFGF), el factor de creixement transformant-beta (TGF-B) i
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el factor de creixement hepatic (HGF) (Irigoyen et al., 1999; Matsuoka et al., 2006)
(revisat a(Ceruti et al., 2013; Kwon et al., 2005)).

K5

Glu-Plg Glu-Plg
Conformacio tancada Conformacio oberta

Figura 7. Representacié esquematica de I'estructura del Glu-Plg en conformacié tancada (Tight) i
oberta (Relaxed). En color blau es mostren les cinc estructures en forma de loop anomenades Kringles
(K1-K5) i en groc la triada catalitica, situada a I'extrem C-teminal. El lloc de tall dels activadors uPA o tPA
corresponent a l'enllag Argsei-Valss;, que es senyala amb una fletxa vermella. Figura modificada de

(Lahteenmaki et al., 2005).

En humans la manca de plasminogen, una patologia molt poc freqlient, causa
trombosi recurrent (trombofilia), conjuntivitis cronica i, en alguns casos, hidrocefalia
(Ichinose et al., 1991; Schuster et al., 1997) (revisat a (Schaller and Gerber, 2011)). Els
ratolins deficients en Plg (Plg-/-) pateixen lesions vasculars espontanies i trombosi en el
sistema vascular i en organs com el fetge, 'estémac o els pulmons, aixi com retard en
processos de remodelacio de ECM, migracid cel-lular i infiltracié leucocitaria (Cesarman-

Maus and Hajjar, 2005; Suelves et al., 2002).

Tant el plasminogen com la plasmina poden ser digerits per proteases com |’elastasa
o per la propia plasmina generant fragments funcionals del plasminogen. Aquets procés
d’autolisi té lloc in vitro en condicions alcalines i alguns dels fragments generats han
estat identificats in vivo (Moroz et al.,, 1986; Soff, 2000). Aquests és el cas de les
angiostatines, corresponents als fragments de la plasmina que contenen els Kringles 1-3,

1-4 o una part del Kringle 5 (K1-4.5), el miniplasminogen format pel Kringle 5 i el domini
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amb activitat proteasa (Myohanen and Vaheri, 2004), i el microplasminogen que
correspon, tant sols, al fragment que conté el domini serina proteasa (Shi and Wu,
1988). Els kringles del plasminogen, especialment les angiostatines, mimetitzen la unié
del plasminogen i eviten l'activacid del plasminogen a plasmina inhibint processos
d’angiogenesi i de migracié cel-lular, fet que els defineix com antiangiogénics i

antitumorals (Aisina et al., 2009; Ji et al., 1998; Soff, 2000).

3.2.2. Activadors del plasminogen tipus uroquinasa i tipus tissular

Els principals activadors del Plasminogen (PA) en cél-lules eucariotes son I'activador
del plaminogen tipus uroquinasa (uPA) i I'activador del plasminogen de tipus tissular
(tPA). Ambdds activadors catalitzen Iactivacié del plasminogen a plasmina mitjangant un
tall proteolitic a I'enllag Arg>®*-val®®® del plasminogen, perd presenten una distribucid
tissular diferent. Mentre que tPA es troba en major concentracié en el teixit vascular i
cerebral i s’associa principalment a I'activitat fibrinolitca de la Pli, uPA predomina en la
resta de teixits i contribueix principalment en la proteolisi pericel-lular afavorint la

degradacio de la ECM (Syrovets and Simmet, 2004).

Algunes bacteries patogeniques com Staphylocccus i Streptococcus, secreten altres
activadors del plasminogen com l'estafiloquinasa i I'estreptoquinasa que, tot i que no
son propiament enzims, s’uneixen al Plg formant complexos actius. D’aquesta manera
les bacteries utilitzen el Plg de I'hoste i I'activen per degradar la matriu extracel-lular i
afavorir la invasié i disseminacid bacteriana en |'hoste (Bhattacharya et al., 2012;

Lahteenmaki et al., 2005).
3.2.2.1. Activador del plasminogen tipus uroquinasa

L'uPA és una serina-proteasa de 55 kDa sintetitzada en forma de monocadena
(single chain-uPA, scuPA, o pro-uPA) pel sistema urogenital, leucocits, fibroblasts,
macrofags, cel-lules endotelials i mioblasts (revisat a(Hildenbrand et al., 2008)). Pro-uPA
presenta una baixa activitat proteolitica i requereix un tall proteolitic en I'enllag Lys158 -

159

Ile™” per donar lloc a la forma completament activa, formada per dues cadenes unides

per un pont disulfur. Aquesta activacio pot ser duta a terme per diverses proteases entre
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les quals trobem la propia plasmina, la catepsina B, la Kallikreina o el factor de
coagulacio Xlla (Alfano et al., 2005; Schaller and Gerber, 2011). La proteina uPA presenta
tres dominis: un domini no catalitic a I'extrem N-terminal (ATF, amino-terminal
fragment), un domini en forma de Kringle i un domini C-terminal amb activitat serina-
proteasa. L'extrem N-terminal de uPA presenta el lloc d’unié al seu receptor de
membrana, uPAR. La unié uPA/uPAR incrementa I’activitat catalitica de uPA i focalitza
I’activacié del plasminogen a nivell pericel-lular (Alfano et al., 2005). Aquesta activitat
proteol-litica pericel-lular esta relacionada amb processos que requereixen la degradacié
de la matriu extracel-lular, com la migracio i invasié cel-lular que té lloc en una resposta

inflamatoria o en la invasié tumoral (Alfano et al., 2005; Mekkawy et al., 2014).

La deficiencia de uPA en ratolins causa anormalitats en la regeneracié tissular
després d’un traumatisme, susceptibilitat a patir accidents vasculars i una reduccioé en el

reclutament de cél-lules del sistema inflamatori (Fay et al., 2007).
3.2.2.2. Activador del plasminogen tipus tissular

El tPA és una serina proteasa de 70 kDa sintetitzada basicament per cél-lules
endotelials, queratinocits, osteoblasts, osteoclasts i melanocits (Nagamine et al., 2005).
En el teixit cerebral és secretat per neurones, astrocits i microglia (Ortolano and Spuch,
2013; Sappino et al., 1993; Schaller and Gerber, 2011). Es sintetitzat en forma de
monocadena i la seva activacié té lloc mitjancant un tall proteolitic en I'enllag Arg?’>-

276
lle

per la propia plasmina, kallikerina o factor de coagulacié Xa (Loscalzo, 1988). La
forma activa de tPA esta formada per dues cadenes unides per un pont disulfur on es
diferencien quatre dominis: un domini N-terminal que conté una regio d’elevada afinitat
per la fibrina, una regié d’homologia al factor de creixement epidérmic (EGF), dos
Kringles i un domini C-terminal on resideix l'activitat catalitica (Gebbink, 2011). A
diferencia del uPA, el tPA també té activitat serina-proteasa en el seu estat
monocatenari (Rijken et al., 1982). El tPA es troba principalment unit a fibrina del teixit
vascular potenciant I'accié fibrinolitica de la plasmina i és l'activador principal del

plasminogen en el cervell. A nivell cerebral es coneix la seva participacié en la

degradaciéo de la matriu extracel-lular durant el desenvolupament neuronal i en
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processos de plasticitat sinaptica com la memoria o 'aprenentatge (Calabresi et al.,

2000; Pawlak et al., 2002).

Els ratolins deficients en tPA (tPA-/-) son viables i fertils pero presenten deficiéncies
en el procés fibrinolitic en comparacié amb ratolins salvatges i un gran nombre de
complicacions vasculars (Schafer et al., 2002). A nivell cerebral la manca de tPA
disminueix la migracid neuronal i produeix citotoxicitat a nivell d’hipocamp, aixi com una
menor migraciéo de macrofags després d’'una lesid en un nervi periferic (Irigoyen et al.,

1999; Ling et al., 2006).

Els ratolins deficients pels dos activadors del plasminogen (tPA -/- i uPA -/-)
presenten un fenotip similar als ratolins Plg -/-. Mostren alteracions importants en la
remodelacié del teixit després d’una ferida, trombosi espontania, una fertilitat reduida i
la mort prematura (Irigoyen et al., 1999). Aquest fenotip, molt mes sever que en els
animals deficients només per un dels dos activadors, posa de manifest I'existéncia d’'un

efecte compensatori entre aquestes dues serina proteases.

3.2.3. Inhibidors del sistema d’activacio del plasminogen

Els inhibidors del sistema d’activacié del plasminogen regulen estretament I'activitat
de la plasmina actuant a dos nivells: inhibint els activadors tPA i uPA o bé inhibint
I'activitat proteolitica de la plasmina bloquejant el seu centre actiu. Ambdds tipus
d’inhibidors pertanyen a la familia de serpines (de I'anglés serin protease inhibidor). Les
serpines son una superfamila que inclou gairebé 500 proteines les quals presenten un
domini RCL (Reactive Center Loop) que en ser reconegut i tallat per una serina proteasa,
canvia de conformacio bloquejant el centre actiu de la proteasa i inactivant-la de forma
irreversible (inhibidors suicides). La mobilitat del domini RCL afavoreix dues
conformacions: una conformacié nativa i activa amb el domini RCL exposat i una

conformacid latent no activa amb el domini RCL no accessible (van Gent et al., 2003).
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3.2.3.1. Inhibidors dels activadors del plasminogen

Existeixen tres inhibidors dels activadors del plasminogen o PAI (Plasminogen
Activator Inhibitor). Aquests son PAI-1, PAI-2 i PAI-3. D’aquests tres, PAI-1 es considera
I'inhibidor fisiologic de tPA i uPA, ja que es distribueix extracel-lularment de forma
ubiqua i presenta major activitat inhibitoria. PAI-1 és sintetitzat i alliberat en circulacié
majoritariament per hepatocits, cel-lules de I'epitel-li vascular, adipocits i plaquetes
(Binder et al., 2002). Al voltant d’un 80% es troba en els granuls alfa de les plaguetes, on
la major part es manté en la seva forma activa (Brogren et al., 2011). Immediatament
després d’'una lesid les plaguetes s’activen i alliberen PAI-1 impedint la degradacio del
coagul de fibrina primari i la consqliient hemorragia. PAI-1 en circulacié es troba unit a
vitronectina, que estabilitza la seva forma activa, la qual presenta una vida mitjana de 1-
2h en condicions fisiologiques (Levin and Santell, 1987) (Fjellstrom et al., 2013; Lindahl
et al., 1989). La forma activa de PAI-1 és capag d’inactivar, irreversiblement, tPA i uPA de
doble cadena i tPA monocadena, formant un compost d’estequiometria 1:1 (Dellas and

Loskutoff, 2005).

PAI-2 bloqueja tPA i uPA de doble cadena pero la seva capacitat inhibitoria és menor
que la de PAI-1 i la seva localitzacié és majoritariament intracel-lular. Es sintetitzat per
leucocits i la seva expressid és elevada en el sistema sanguini de dones embarassades i
en extractes de placenta, indicant una possible participacié durant I'embaras (Binder et

al., 2002; Ghosh and Vaughan, 2012).

PAI-3 és una serpina dependent d’heparina que inhibeix diverses proteases incluint
tPA, uPA, trombina, kallikerina, antigen especific de prostata i proteina C activa, fet pel
qual es coneix també amb el nom d’inhibidor de proteina C (Gilabert-Estelles et al.,
2005). Es local-litza en sang, orina i en el teixit reproductor masculi (Ghosh and Vaughan,

2012; Gilabert-Estelles et al., 2005).

En cervell, a diferencia de la resta de teixits, I'activitat de tPA no esta regulada per
PAI sind per una altra serpina anomenada Neuroserpina (Dellas and Loskutoff, 2005;

Yepes and Lawrence, 2004).
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3.2.3.2. Inhibidors de la plasmina

L'inhibidor fisiologic de la plasmina es I'alfa-2-antiplasmina, una glicoproteina de 67
kDa de la familia de les serpines sintetitzada en el fetge. L’alfa-2-antiplasmina s’uneix a
la Pli a través dels LBS situats en els kringles K1 i K3 de la Pli. Seguidament, el centre
actiu de la Pli reconeix una seqiiéncia de tall en I'alfa-2-antiplasmina i les dues proteines
queden unides covalentment formant un complex inactiu (Carpenter and Mathew, 2008;

Wiman and Collen, 1979).

La deficiencia d’alfa-2-antiplasmina en humans esta relacionada amb la
predisposicid a patir hemorragies degut a la degradacié prematura dels coaguls després

d’una lesio vascular (Carpenter and Mathew, 2008).

La plasmina també pot ser inhibida per inhibidors de proteases d’ampli espectre de
substrat com la nexina o I'alfa-2 macroglobulina (Hall et al., 1991; Schaller and Gerber,

2011).

Donada la participacié dels LBS en la unié de la Pli, als seus inhibidors la Pli unida a
fibrina o a la superficie cel-lular queda protegida dels seus inhibidors (revisat a

(Carpenter and Mathew, 2008; Myohanen and Vaheri, 2004)).

3.2.4. Receptors del sistema d’activacio del plasminogen

3.2.4.1. Receptor de uPA

El receptor de uPA (uPAR) és un membre de la familia Ly-6 (lymphocite antigen 6),
també conegut com a CD87. Es una proteina de 55 kDa altament glicosilada que es troba
unida a la membrana cel-lular mitjancant un enllag glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). uPAR
esta format per 3 dominis homolegs connectats i agrupats entre ells formant una
estructura en forma concava (DI, DIl i DIll) (Fig. 8) (Smith and Marshall, 2010). uPAR
uneix pro-uPA i uPA en el domini DI, situat a I'extrem C-terminal, incrementant la seva
activitat catalitica i focalitzant I’activacié del Plg a I’espai pericel-lular (Hildenbrand et al.,
2008). Aquesta focalitzacid pericel-lular ha estat clarament relacionada amb un

increment de la capacitat invasiva i metastatica de molts tumors humans, en els quals el
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sistema UPA/uPAR es troba sobreexpressat. Per aquest motiu uPAR es considera un
indicador de mal pronostic en cancer i és una atractiva diana terapéutica (Lund et al.,

2011).

Estudis histologics recents de teixit tumoral han posat de manifest |'expressié de
uPAR en el front de migracié de tumors invasius i s’ha suggerit determinar I'expressié de
uPAR com a possible eina clinica per evaluar el potencial metastatic d’un tumor

mitjancant imatge molecular no invasiva (Persson and Kjaer, 2013; Yang et al., 2011).

L'expressié de uPAR a la superficie cel-lular es regula mitjancant endocitosi. El
complex uPA/PAI-1 unit a uPAR s’associa amb el receptor LRP1 (Low-density lipoprotein
receptor related protein-1) induint un procés d’endocitosi depenent de clatrina. Mentre
uPA i PAI-1 internalitzats son degradats en els lisosomes, uPAR i LRP1 sdn reciclats a la

membrana plasmatica (Czekay et al., 2001; Huai et al., 2008).

Els ratolins deficients en uPAR sén viables, fertils i presenten un fenotip
essencialment normal, sense problemes en la degradacié de la matriu extracel-lular, tot i
gue mostren certa deficiéncia en el reclutament leucocitari. Aquest fet indica que
I'activitat de uPAR en la remodelacié de la ECM podria ser compensada per altres
receptors del sistema d’activacié del plasminogen, mentre que té un paper important en

la invasio del sistema inflamatori (Cesarman-Maus and Hajjar, 2005).

De la mateixa manera que PAI-1, uPAR és capag d’unir-se a la proteina extracel-lular
vitronectina (VN). Aquesta unié és afavorida en presencia de uPA, incrementant
I'adhesié cel-lular (Huai et al., 2008; Irigoyen et al., 1999). Tot i no tenir cap domini
intracel-lular, uPAR també participa en I'activacié de vies de senyalitzacid intracel-lular i
ho fa a través de la col-laboracié amb altres receptors de membrana. Es coneix que uPAR
interacciona amb la integrina avp3, receptor de la vitronectina, per formar el complex
uPA/uPAR/VN/avpB3, aixi com amb les integrines a3B1 i a5B1, que actuen de receptores
de la fibronectina, i amb altres receptors de membrana com GPCR (G Protein Coupled
Receptors) o EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). D’aquesta manera, el sistema
uPA/uPAR no només regula I'activacié de proteases extracel-lulars sind que també

regula processos d’adhesié, migracié, senyalitzacid, supervivencia i diferenciacidé
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cel-lular, que en moltes ocasions sén independents de |'activitat proteolitica de uPA

(Blasi and Carmeliet, 2002; Smith and Marshall, 2010).

3.2.4.2. Receptors de tPA

La unid de tPA a la superficie cel-lular ha estat descrita en hepatocits (Bakhit et al.,
1987), neurones (Verrall and Seeds, 1989) cel-lules endotelials (Fukao et al., 1997),
cél-lules embionaries (Carroll et al., 1993) i algunes cél-lules tumorals (Diaz et al., 2004).
S’han identificat diverses molécules com a receptores de tPA. L’'amfoterina, una proteina
d’unio a heparina, en cél-lules de neuroblastoma (Parkkinen et al., 1993; Parkkinen and
Rauvala, 1991), les citoqueratines 8 i 18 en cel-lules tumorogeniques de fetge i de mama
(Diaz et al., 2004; Kralovich et al., 1998) i la proteina transmembrana CKAP4
(Cytoskeleton associated protein 4) en les cel-lules vaculars (Razzaq et al., 2003), en sén
alguns exemples. Els receptors de tPA més ampliament estudiats i caracteritzats en
I'actualitat sén LRP1, LRP2 (LDL receptor-related protein 1 i 2) (Herz and Strickland,
2001) (Ortolano and Spuch, 2013) i I'annexina A2 (Brownstein et al., 2001; Ortiz-Zapater
et al., 2007). La interaccio de tPA amb el receptor NMDA ha estat també molt estudiada
perd no queda clar si es tracta d’'una unié directe entre les dues proteines (Yepes et al.,
2009) o bé és a través del receptor LRP, que actuaria de coreceptor (Samson et al.,

2008).
3.2.4.3. Receptors del Plasminogen/Plasmina

Els receptors del plasminogen (Plg-R) sén un grup ampli i heterogeni de proteines de
superficie amb la capacitat d’unir plasminogen i plasmina. Aquesta unidé potencia
I’activacié del plasminogen (Brownstein et al., 2001), focalitza I'activitat proteolitica de
la plasmina a la superficie cel-lular, i protegeix la plasmina dels seus inhibidors fisiologics
alfa-2-antiplasmina i alfa-2-macroglobulina (revisat a(Miles et al., 2005)). Aixi doncs, la
unié del plasminogen a la superficie cel-lular a través dels seus receptors és un punt de
regulacié important de la proteolisi pericel-lular involucrada en processos de migracié
cel-lular, invasié tumoral, remodelacié de la ECM o reclutament de cél-lules del sistema

inflamatori, entre altres (Herren et al., 2003).
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La uniod del plasminogen als seus receptors te lloc majoritariament a través dels seus
LBS, situats en els dominis Kringles de la seva estructura. Estudis realitzats amb EACA (e-
aminocaproic acid), analeg de lisina, i carboxipeptidasa B (CpB), que elimina lisines C-
terminal, indiquen que els principals receptors del plasminogen sén aquells que
presenten lisines en la posicié C-terminal (Felez et al., 1996; Miles et al., 1991). Aquest
és el cas de l'alfa-enolasa, inicialment descrita com a receptor del plasminogen en
monocits (Miles et al., 1991), i posteriorment en cel-lules tumorals (Lopez-Alemany et
al., 1994), neurones (Nakajima et al., 1994), limfocits (Lopez-Alemany et al., 2005),
estreptococs patogenics (Pancholi and Fischetti, 1998) i monocits (Lopez-Alemany et al.,

2003b).

Altres molecules, com |'annexina A2 o l'actina també uneixen plasminogen i
intervenen en la seva activacié a plasmina, tot i que no presenten lisines C-terminals a la
seva estructura nativa. En aquest cas, alguns autors suggereix que els receptors sén
processats proteoliticament a nivell post-traduccional donant lloc a I'aparicié de lisines
en posicié C-terminal (Das et al., 2007; Hajjar et al., 1994). Altres autors indiquen la
formacio d’un complex amb altres proteines que presenten lisines a I'extrem C-terminal.
Aquest és el cas de I’heterotetramer d’annexina A2/p11 on dues molécules d’annexina,
gue no presenten lisines C-terminals s’uneixen a dues molécules p11, que si que en
presenten, i formen un complex que actua en conjunt com a receptor del plasminogen

(Kassam et al., 1998).

Un cas menys estudiat és el d’algunes integrines, que tot i que no presenten lisines
C-terminals uneixen plasminogen. Encara no es coneix quin és el seu mecanisme d’unio
pero alguns autors suggereixen que la presencia d’aminoacid basics interns en
I'estructura de les integrines podria mimetitzar |'efecte d’una lisina C-terminal

(Parkkinen and Rauvala, 1991).

La taula 1 recull les molécules implicades en la unié del plasminogen
identificades fins al moment i classificades segons la preséncia de lisines C-terminals en

la seva estructura.
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FUNCIO | LOCALITZACIO

RECEPTOR SUBCEL-LULAR TIPUS CEL-LULAR
MAJORITARIA
Monocits
Neurofils
. s Cél-lules (Miles et al., 1991)
Enzim glicolitic
Alfa-enolasa citoplasmatic canceroses (Lopez-Alemany et al.,
P Limfocits 1994)
Mioblasts
Neurones
. . . Hepatocits (Gonias et al.,, 2001)
. . Filament intermedi N N
Citoqueratina 8 . . Cél-lules cancer de | (Hembrough et al.,
citoplamatic
mama 1996)
L inal Monocits
Vs Crterming Histona H2B Proteina nuclear Neutrofils (Das et al, 2007)
Cel-lules (Herren et al., 2006)
endotelials
. Cel-lules
pll Proteina de membrana u . (Kassam et al., 1998)
endotelials
Monocits
Plg-Ryr Proteina de membrana Macrofags (Lighvani et al., 2011)
Limfocits
Proteina nuclear d’'unié a | Cél-lules (Hawley.et al, .2001; )
TIP49a . Y Pancholi and Fischetti,
la seqliencia TATA monocitiques
1998)
Proteina d’unié a Cel-lules
fosfolipids i Ca2+. lial
. Annexina A2 (_)S ° |p|ds ! C‘a' . er\1dote fals (Hajjar et al., 1994)
Lys C-terminal Localitzacio citosolica i de | Cel-lules
proteolitica membrana monocitiques
Actina Microfilament del Cel-lules (Dudani and Ganz,
citoesquelet endotelials 1996)
. Protem.a de me{mbrana Cél-lules (Parkkinen and
Amfoterina associada al sistema
., neuroblastoma Rauvala, 1991)
nervios
Gli teina d .
GPIIb/Illa icoproteina de Plaguetes (Miles et al., 1986)
membrana
. N cel-lul .
Integrina avB3 Proteina de membrana el e% (Tarui et al., 2002)
endotelials
. VLA-5. Proteina d Neutrofil .
Integrina a5p1 roteina de eu f°.' > (Lishko et al., 2004)
membrana Monocits
NOLys & Mac-1. Proteina d Neutrofil (Pluskota et al., 2004)
Terminal Integri ) ac-1. Proteina de eutrofils uskota et al.,
ntegrina oy membrana Monocits (Lishko et al., 2004)
D|p'ept|d|| Glicoproteina de la Cél-lules de cancer | (Gonzalez-Gronow et
peptidasa |V superficie cel-lular de prostata 1-LN al., 2001)
(DPP IV/CD26) P P "
Autoantigen associat ala | Cel-lules de I'epiteli | (Kanalas and Makker,
GP330 .
nefritis de Heymann glomerular 1991)
. Factor de coagulacié via | Cél-lules de de (Fan et al., 1998)
Factor tissular extrinseca rostata 1-LN (Gonzalez-Gronow et
P al., 2002)

Taula 1. Classificacio dels Receptors del Plasminogen en cél-lules eucariotes. Es classifiquen en tres

grups segons la presencia de Lys C-terminals: receptors que contenen Lys en I'extrem C-terminal,
receptors que presenten Lys C-terminals després de ser proteolitzats i receptors que no presenten Lyc C-

terminals (revisat a (Castellino and Ploplis, 2005; Miles and Parmer, 2013; Plow et al., 2012)).

57



INTRODUCCIO

Cada vegada son més les cel-lules conegudes capaces d’unir plasminogen i les
molecules implicades en aquesta unié. Fins ara, s’ha observat que no totes les cel-lules
expressen el mateix tipus de receptors del plasminogen i que una mateixa cel-lula en pot
expressar de diferents tipus. Aquest fet suggereix que diferents receptors del
plasminogen poden estar involucrats en la participacié de diferents estimuls cel-lulars

(Lighvani et al., 2011; Plow et al., 2012).

La majoria de molécules conegudes com a receptores del plasminogen no disposen
de domini transmembrana i en molts casos tampoc es coneix el mecanisme pel qual sén
exportades i unides a la membrana cel-lular. A continuacio es descriuen els receptors del

plasminogen més significatius: alfa-enolasa, annexina A2/p11, histona H2B i Plg-Rgr.

3.2.4.3.1. L’Alfa-enolasa
3.2.4.3.1.1. Isoformes i funcions: moonlighting protein

En vertebrats I’enolasa presenta tres isoformes altament conservades i codificades
per tres gens diferents: I'alfa-enolasa (ENO1), la beta-enolasa (ENO3) i la gamma-enolasa
(ENO2). Aquestes isoformes es troben en forma d’homodimers o heterodimers i
presenten diferent distribucid tissular (Fletcher et al., 1976). L’alfa-enolasa es troba
ampliament distribuida en la majoria de teixits embrionaris i adults mentre que la beta-
enolasa és especifica de muscul estriat esquelétic i cardiac. La gamma-enolasa es troba
basicament en neurones i sistema neuroendocri (Marangos et al.,, 1978; Merkulova et

al., 2000).

L’alfa-enolasa (Fig. 8) va ser descoberta com I'enzim que catalitza la deshidratacié
del 2-fosfo-D-glicerat (PGA) a fosfoenolpiruvat (PEP) en la via de la glucolisi (Wold,
1971), perd també participa en moltes altres funcions. S’ha descrit I’alfa-enolasa com a
factor neurotrofic (Takei et al., 1991), heat-shock protein (HSP48) (lida and Yahara, 1985)
i proteina d’estrés hipoxic (Aaronson et al., 1995). A més, s’ha localitzat formant part de
la lent del cristal:li (Mathur et al., 1992), unida a filament de F-actina i tubulina (Walsh et
al., 1989), unida al DNA (al-Giery and Brewer, 1992), formant part del centrosoma

cel-lular (Johnstone et al., 1992; Rattner et al., 1991) i la superficie de diferents tipus
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cel-lulars actuant com a receptor del plasminogen (Miles et al., 1991; Redlitz et al., 1995)
(Arza et al., 1997; Dudani et al., 1993; Nakajima et al., 1994). També es coneix que el
fragment C-terminal d’alfa-enolasa, producte d’'un codd d’aturada alternatiu del gen
ENO1, genera una proteina coneguda com a c-myc promoter-binding protein (MBP-1),
gue actua com a factor nuclear regulant la transcripcié d’aquest oncogen (Feo et al.,

2000).

Figura 8. Estructura cristal-lina de I’alfa-enolasa humana. Obtinguda de la pagina de la base de

dades Protein Data Bank.

Aixi doncs, l'alfa-enolasa és una proteina multifuncional i ha estat una de les
primeres proteines classificades com a mooligthing protein (Huberts and van der Klei,
2010; Jeffery, 1999). Les mooligthing proteins sén proteines, generalment amb un alt
grau de conservacid, on la mateixa seqlieéncia polipeptidica pot realitzar dues o més
funcions diferents i presentar diferents localitzacions subcel-lulars. Moltes d’aquestes
proteines, com [lalfa-enolasa, son enzims involucrats en el metabolisme de la

glucosa(Kim and Dang, 2005).

3.2.4.3.1.2. Alfa-enolasa com a receptor del plasminogen

Es calcula que un 7% del total d’alfa-enolasa es situa a la membrana cel-lular de
monocids i neutrofils (Redlitz et al., 1995). El nostre grup i altres han identificat alfa-
enolasa com a receptor del plasminogen en diversos tipus de cel-lules entre les que
trobem cél-lules cancerigenes (Lopez-Alemany et al., 1994), monocits (Miles et al.,
1991), neutrofils (Redlitz et al., 1995), leucocits (Lopez-Alemany et al., 2003a), macrofags

(Das et al., 2007), cel-lules neuronals (Nakajima et al., 1994) i cel-lules musculars (Lopez-
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Alemany et al., 2003b). Altres autors han descrit la presencia d’alfa-enolasa a la
membrana de procariotes patogens com Streptococcus (Pancholi, 2001) o parasits com

la Leishmania (Vanegas et al., 2007).

420 422 .

La preséncia de tres lisines C-terminals a I'estructura de 'alfa-enolasa (Lys™, Lys™ " i
Lys**) sembla ser la clau per unir plasminogen a través dels seus LBS (Miles et al., 1991;
Redlitz et al., 1995). Més recentment, perd, també s’ha descrit la participacié d’una
lisina interna, (Lys*®) que queda exposada quan l'alfa-enolasa es troba en forma de

dimer (Kang et al., 2008).

El nostre grup ha descrit I'increment d’alfa-enolasa en processos de diferenciacié
miogénica i de regeneracid muscular (Lopez-Alemany et al., 2003b), aixi com la seva
participacié en I'activacié del plasminogen en monocits i neutrofils (Lopez-Alemany et
al.,, 2003a). Coherentment als resultats observats en el nostre grup, altres autors han
descrit que I'expressié d’alfa-enolasa a la superficie cel-lular de monocits i macrofags
incrementa en un procés inflamatori i durant el procés de maduracio o diferenciacio dels
monocits (Das et al., 2009; Felez et al., 1990). Aquest fet provoca un augment en la unié
del plasminogen a la membrana cel-lular, afavorint la migracié d’aquestes cel-lules
durant un procés inflamatori (Wygrecka et al., 2009). Per altra banda, també s’ha descrit
la participacié d’altres receptors del plasminogen en aquests tipus cel-lulars (Miles et al.,
2005). Das i col-laboradors emfatitzen la participacié de la Histona H2B com a receptor
principal del plasminogen en macrofags enfront d’alfa-enolasa o annexina A2 (Das et al.,

2007).

L’alfa-enolasa no disposa de seqliencia senyal per poder ser dirigida a la membrana
cel-lular i el procés pel qual aquesta proteina arriba a la membrana cel-lular és encara
desconegut. Alguns autors suggereixen que la preséncia d’un domini hidrofobic en
I'estructura d’alfa-enolasa pot actuar de seqiiéncia senyal (von Heijne et al., 1991),
mentre que altres suggereixen que la diferent localitzacié d’alfa-enolasa en els diferents
compartiments cel-lulars pot ser deguda a modificacions post-traduccionals com

I'acetilacié o la fosforilacié (Bottalico et al., 1993; Cooper et al., 1984).

60



INTRODUCCIO

3.2.4.3.2. Annexina A2 i p11

L'annexina A2 és una proteina de 36 kDa altament conservada de la familia de les
annexines, proteines depenents de calci unides a fosfolipids. Es produida per cél-lules
endotelials, monocits, macrofags, cél-lules dendritiques, cél-lules epitelials i cél-lules

tumorals, entre altres.

S’ha observat la implicacid de I'annexina A2 en processos d’endocitosi/exocitosi,
formacid de canals ionics, organitzacido de membrana, regulacié de la fusid i reparacié de
membranes i com a receptor de tPA i del plasminogen en cel-lules endotelials i
monocitiques, entre altres (revisat a (Bharadwaj et al., 2013; Kwon et al., 2005; Luo and
Hajjar, 2013)). La unié de tPA i del plasminogen a l'annexina A2 va ser descrita
inicialment en cél-lules endotelials, i te lloc a través de dominis diferents de la seva

estructura (Hajjar and Krishnan, 1999).

Donada la manca de lisines C-terminals en la seva estructura, alguns autors
suggereixen que l'annexina és processada proteoliticament per la propia plasmina
deixant al descobert una lisina a 'extrem C-terminal, la Lys>"’, que li permet la unid i
activacié del plasminogen (Das et al., 2007; Dassah et al., 2009; Hajjar and Krishnan,
1999; Laumonnier et al., 2006). Altres autors, en canvi, indiquen que I'annexina A2 es
troba majoritariament en forma d’heterotetramer unida a dues unitats de la proteina
pll, que a diferencia de I'annexina A2, conté diversos residus de lisina a la posicié C-
terminal i és capag¢ d’unir el plasminogen (Kwon et al., 2005; MacLeod et al., 2003).
Recentment s’ha descrit que la translocacié de I'annexina A2 a la membrana sembla
dependre de I'expressio de pll (He et al., 2008). Per aquest motiu actualment alguns
autors suggereixen que la funcid real de I'annexina no és la de receptor del plasminogen
sind I'anclatge i el mitja de transport de p11 a la membrana cel-lular, i que és p11 la el

veritable receptor del plasminogen (Waisman, 2005) (Bharadwaj et al., 2013).

Diversos estudis demostren que la unié de tPA i plasminogen a I'annexina A2
incrementa i focalitza I'activitat proteolitica i fibrinolitica de la plasmina afavorint la
invasié tumoral, la formacié de nous vasos sanguinis i la infiltracié de macrofags a la

zona ferida (Ling et al., 2004; Luo and Hajjar, 2013).
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3.2.4.3.3. Histona H2B

La histona H2B és una proteina de 17 kDa coneguda per la seva localitzacié nuclear
on organitza el DNA en nucleosomes (Luger et al., 1997) i esta involucrada en el procés
de transcripcid genica (Spencer and Davie, 1999). Sorprenentment, la histona H2B
també ha estat localitzada a la membrana cel-lular de limfocits, monocits activats,
neutrofils i macrofags (Herren et al., 2006; Watson et al., 1995). La presencia d’una lisina
a la seva posicio C-terminal permet la unié de plasminogen i Plow i col-laboradors I'han
descrit com a principal receptor del plasminogen a monaocits i macrofags (Herren et al.,

2006) (Das et al., 2007).

Igual que l'alfa-enolasa, la histona H2B no presenta cap domini transmembrana ni
seqliencia senyal per ser poder ser dirigida a la membrana cel-lular. Recentment, Plow i
col-laboradors han determinat que I'activitat dels canals de calci tipus L (L-type Ca**
Chanels, LTCC) pot estar involucrada en I’expressido de la histona H2B a la superficie
cel-lular dels macrofags, on s’uneix a fosfolipids tipus fosfatidilserina (Das et al., 2009;

Das and Plow, 2011).

3.2.4.3.4. PIg-Rr

L'abséncia de receptors del plasminogen amb lisines C-terminals i un domini
transmembrana va conduir alguns autors a buscar I'existéncia d’alguna proteina que
complis aquests requisits. Mitjancant I'Us de la téecnica MudiPIT (Multidimensional
Protein Identification Technology), on es compara |'espectre de masses obtingut amb
bases de dades de peptids (Eng et al., 1994), Miles i col-laboradors van aillar una sola
proteina transmembrana de 147 aminoacids que actuava com a receptor del
plasminogen en monocits activats gracies a la preséncia d’'una lisina C-terminal. Van
seqlienciar la proteina i la van anomenar Plg-R¢r (on KT indica que conté una lisina C-
terminal i un domini transmembrana) (Andronicos et al., 2010). La preséncia d’aquesta
proteina va ser descrita en cél-lules del sistema inflamatori com monocits o limfocits
perd no en neutrofils (Lighvani et al., 2011) i presenta una elevada homologia entre

espécies (94% entre huma i ratoli). La prediccid de la seva estructura secundaria va
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generar un model amb dues hélix transmembrana antiparal-les amb els extrems N- i C-

terminals a la part extracel-lular (Fig. 9).

Es va comprovar que Plg-Rgr uneix tPA i plasminogen i en potencia la seva activacid
a plasmina. També es va observar la col-localitzacié de Plg-R¢r i uPAR a la membrana
cél-lular (Andronicos et al., 2010). Recentment s’ha observat la participacié d’aquest
receptor en la migracid i invasié dels monocits in vivo de forma depenent a plasmina, i
es va determinar el seu efecte en la quimiotaxis/quimioquinesis exercida per la plasmina

(Lighvani et al., 2011).

Figura 9. Estructura predita pel receptor del plasminogen Plg-R«r. El receptor Plg-Ryr és el primer
receptor del plasminogen conegut que presenta un domini transmembrana i Lys a I'extrem C-terminal

(Figura modificada de (Andronicos et al., 2010)).

3.3. PARTICIPACIO DEL SISTEMA D’ACTIVACIO DEL PLASMINOGEN EN LA MIOGENESI
| LA REGENERACIO MUSCULAR: ANTECEDENTS DEL GRUP

3.3.1. Participacio del sistema PA

La regeneracid muscular constitueix un exemple de procés en el que té lloc la
remodelacié masiva de la ECM i és necessaria la participacié orquestrada de proteines

extracel-lulars.

Estudis inicials emprant anticossos contra uPA van mostrar que la inhibicié de

I"activitat proteolitica de uPA impedeix la migracié, diferenciacié i fusié dels mioblasts
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C2C12, suggerint la participacié del sistema d’activacié del plasminogen en el procés

miogenic (Munoz-Canoves et al., 1997).

Per determinar la implicacié dels diferents components del sistema d’activacié del
plasminogen en el procés de miogenesi i regeneracid muscular, es va induir una lesié
amb cardiotoxina en el muscul gastrocnemius de ratolins deficients en els diferents
components (uPA-/-, tPA-/-, Plg-/- i PAI-1-/-) i es va analitzar el procés de regeneracid a
diferents temps, comparant-lo amb el dels ratolis salvatges (wt) (Suelves et al., 2005)

(Fig. 10).

control 4d.p.f 25d.p.f

uPA”

tPA”

Plg”

PAI-17"

Figura 10. Procés de regeneracié muscular en ratolins deficients pels components del sistema del
plasminogen. Tincié H/E de seccions de musculs gastrocnemius de ratolins deficients en uPA (uPA-/-), en
Plg (Plg-/-), en tPA (tPA-/-) i en PAI (PAI-/-), o de ratolins salvatges (wt). Analisi realitzat després de 4 i 25
dies post ferida amb cardiotixina (d.p.f) i en animals control no ferits. El ratolins uPA-/-i Plg-/- presenten
defectes importants en el procés de regeneracié muscular visibles fins i tot a 25 d.p.f, mentre que els
animals tPA-/- PAI-1 -/- , completat adequadament el procés de regeneracié en comparacié els ratolins

salvatges (wt) (Suelves et al., 2005).
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En els models murins deficients en plasminogen (Plg-/-), el muscul lesionat presenta
un elevat grau de fibrosi i un defecte en la regeneraci6 de I'area lesionada en
comparacio al muscul del raoli wt. Per altra banda, I'analisi de |la resposta inflamatoria
de I'area lesionada indica una disminucié en el reclutament de monocits, macrofags i
limfocits en el muscul del ratoli Plg-/- (Suelves et al., 2002). Aquests resultats sén molt
similars als obtinguts en els ratolins deficients per uPA (uPA-/-) sugerint que I'activacio
del plasminogen a plasmina és essencial per la correcta degradacio de fibrina i ECM i per
I'activacié i migracio de cél-lules del sistema inflamatori, aixi com I’activacié de factors
de creixement implicats en I'activacio de cél-lules satel-lit musculars (Fibbi et al., 2002;

Irigoyen et al., 1999; Lyons et al., 1990).

La participacié de uPA en la resposta inflamatoria va ser confimada en observar que
els ratolins uPA-/- transplantats amb moll d’0s procedent de ratolins salvatge
recuperaven el procés normal de regeneracidé muscular (Suelves et al., 2007). Aquests
resultats es van reproduir en el model muri mdx deficient per uPA (mdx uPA-/-), on
I'empitjorament del fenotip causat per la deficiencia de uPA era revertit amb el
transplant de moll d’0s d’'un mdx salvatge (Suelves et al., 2007). Posteriorment s’ha
determinat que l'activacié de HGF (Hepatocyte Growth Factor) per part de uPA és
necessaria per la proliferacié i migracié dels macrofags i mioblasts in vivo, (Bryer et al.,
2008; Sisson et al., 2009) i que I'expressié de uPA en macrofags és clau per la correcta

guimiotaxi a I’area de muscul danyat (Novak et al., 2011).

Per altra banda, ni uPAR ni tPA semblen participar en el procés de regeneracié
muscular (Bryer and Koh, 2007; Suelves et al., 2005), coincidint amb la baixa expressid

observada en el muscul esquelétic (Lluis et al., 2001; Suelves et al., 2002).

Coherentment, els ratolins deficients per PAI-1 (PAI-1-/-), que presenten un
increment en |'activitat de uPA, mostren un augment en |'expressié de marcadors de
diferenciacié després d’una lesid muscular i I'acceleracié del procés de regeneracio
muscular en comparacié els animals salvatges (Koh et al., 2005). En aquests animals
I'analisi de la resposta inflamatoria també indica un increment en la infiltracié de

macrofags a I'area danyada després de la lesi6 amb cardiotoxina. Aquesta major
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infiltracié de macrofags va lligada a un increment en I'eliminacié el teixit necrotic i a un

increment en la proliferacio de cél-lules satel-lit (Farges et al., 2002; Novak et al., 2011).

En resum, doncs, I'activitat de uPA i de la plasmina és clau en el procés de
regeneracié muscular perque promou la fibrinolisi, afavoreix la quimiotaxi dels
macrofags a l'area lesionada i participa en l'activaci6 de HGF, necessari per la

proliferacié i migracio de les cel-lules satél-lit.

3.3.2. Participacié d’alfa-enolasa.

Malgrat la manca de participacié del receptor de uPA en el procés de regeneracié
mucular, si que s’ha suggerit la participacié d’alfa-enolasa en el procés de miogenesi
com a principal receptor del plasminogen en els mioblasts murins (Tesi Angels Diaz-

Ramos, UB 2008).

Inicialment el nostre grup va demostrar la participacié d’alfa-enolasa com a principal
receptor del plasminogen en mioblasts C2C12. També va descriure l'increment en
I’expressié d’aquesta proteina durant la diferenciacié miogenica in vitro i la regeneracié
muscular in vivo després d’una lesié muscular induida amb cardiotoxina i en el muscul
de ratolins distrofics mdx (Lopez-Alemany et al., 2003b), indicant la possible participacié

d’alfa-enolasa en els processos de miogénesi i regeneraciéo muscular.

Mitjancant EACA, un analeg de lisina, i MAb11G1l, un anticds monoclonal
préviament generat en el nostre grup per inhibir la unié del plasminogen a alfa enolasa
(Lopez-Alemany et al., 2003a), es va descriure la participacié d’alfa-enolasa en la
diferenciacié i fusido dels mioblasts C2C12 in vitro (Lopez-Alemany et al., 2003b).
Posteriorment es van confirmar els resultats en mioblasts primaris derivats del teixit
muscular d’animals wt i mdx (Tesi Angels Diaz-Ramos, UB 2008) on es va observar que la
presencia de MAb11G1 o EACA reduia el ratio de diferenciacid i fusid miogénica després

de 48 h 0 72 h en diferenciacio (Figs.11A i 11B).
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Figura 11. La inhibicié del plasminogen a alfa-enolasa bloqueja la diferenciacio i fusié miogeénica.
Les MPCs van ser cultivades en DM durant 48 h i 72 h en preséncia de diferents inhibidors de la unio del
plasminogen: MAb11G1 440 nM, EACA 100 nM i alfa-2-antiplasmina (2-AP 100nM). A) Analisis de
I'expressié de eMHC per immunohistoquimica. B) quantificacié de I'index de diferenciacié (cel-lules eMHC

positives/total cél-lules) fusié (nim de fibres més grans de 4 nuclis/ total de nuclis). **P<0.005

L’efecte in vivo de EACA i MAb11G1 en el procés de regeneracié muscular també va
ser ser analitzat emprant un model wt on el muscul gastrocnemius és lesionat amb
cardiotoxina i el model muri de la DMD o mdx. En ambdds casos I'administracio de
MAb11G1 i EACA reduia I'activitat de la plasmina en el teixit muscular, fet que es traduia
en un increment en I'acumulacié de col-lagen i matriu extracel-lular (Figs. 12A i 12B).
L'analisi de la resposta inflamatoria, igual que en els ratolins deficients en uPA o Plg,
mostrava una disminucio en el reclutament de macrofags, limfocits i monocits a la zona

danyada dels animals tractats amb els inhibidors. En en el cas del model mdx,
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I"adminitracié de MAb11G1 i EACA comportava I'empitjorament del fenotip ditrofic de
forma similar al ratoli mdx deficient per uPA (Suelves et al., 2007). En conjunt, aquest
estudis previs del grup assenyalen alfa-enolasa com a principal receptor del plasminogen

involucrat en el procés de miogenesi i regeneraciéo muscular.

Control'mdx MAbIIGl/mdy  EACA/mdx

Figura 12. La inhibicié del plasminogen a alfa-enolasa incrementa la fibrosi i impedeix la correcta
regeneracié muscular. A) Tincié tricromica de seccions histologiques de muscul gastrocnemius de ratolins
wt després de 10 i de 21 dies post ferida amb cardiotoxina (d.p.f). Es ratolins van ser administrats cada dos
dies amb sérum fisiologic, MAb11G1 (440 nM) o EACA (100 nM) per injeccid intramuscular. B) Tincié
tricromica de seccions histologiques de muscul gastrocnemius de ratolins mdx de 30 dies i 60 dies d’edat.
Es animals mdx van ser tractats cada dos dies a partir dels 15 dies de vida amb una injeccid intraperitoneal

de serum fisiologic, MAb11G1 (440 nM) o EACA (200 nM).
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La participacié del sistema d’activacié del plasminogen en la regeneracido muscular
posa de manifest la possibilitat de desenvolupar noves estrategies terapeutiques i
potenciar els processos de miogenesi i regeneracié en situacions patologiques com les
distrofies musculars, on el procés de regeneracié és induficient per compensar la
degeneracié muscular. L’alfa-enolasa, involucrada en l'activacié del plasminogen en el
teixit muscular, podria ser una bona diana per regular el procés miogenic i la seva

participacid en el teixit muscular requereix un estudi mes profund.

3.4. PARTICIPACIO DEL SISTEMA D’ACTIVACIO DEL PLASMINOGEN EN ALTRES
PROCESSOS FISIOPATOLOGICS

A més del seu paper fibrinolitic, les proteases dels sistema d’activacid del
plasminogen participen en un gran nobre de processos biologics en els quals te lloc la
degradacid i remodelacié de la ECM. Alguns dels processos fisiopatologics on aquestes
proteases tenen un paper rellevant son algunes infeccions bacterianes (Bhattacharya et
al., 2012; Castellino and Ploplis, 2005; Lahteenmaki et al., 2005), malalties inflamatories
croniques com l'artritis reumatoide (Busso et al., 1998; Cook et al., 2002; Li et al.,
2005a), la fibrosi pulmonar(Eitzman et al., 1996; Swaisgood et al., 2000) (Hattori et al.,
2004) o la metastasi tumoral. En aquest ultim cas, un gran nombre d’estudis conclouen
qgue l'activacio pericel-lular del plasminogen s’associa a un increment en |'activitat
proteolitica i a la metastasi tumoral (Andreasen et al., 2000; Bajou et al., 2001). A més, la
sobreexpressido de uPA, uPAR o tPA es considera un marcador de mal pronostic en una
gran varietat de processos tumorals com tumors associats al sistema digestiu, sistema
respiratori, ossos, pell, mama, sistema genital, sistema urinari, sistema endocri, cervell i
leucemia (revisat a (Dass et al., 2008; Lund et al., 2011)). Més recentment, I’alfa-enolasa
també s’ha trobat sobreexpressada en diversos tipus de cel-lules cancerigenes humanes

i s’ha relacionat amb la seva capacitat tumorogénica (Capello et al., 2011).
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4. SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR INDUIDA PELS COMPONENTS DEL SISTEMA

D’ACTIVACIO DEL PLASMINOGEN

Al llarg dels ultims anys una gran varietat d’autors han documentat la participacié
de diferents components del sistema d’activacié del plasminogen en processos

intracel-lulars, generalment, a través de la col-laboracié d’altres receptors de membrana.

4.1. PARTICIPACIO DEL SISTEMA uPA/uPAR EN LA SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR.

El sistema uPA/uPAR ha estat involucrat en I'activacié d’una gran diversitat de vies
de senyalitzacido entre les que trobem la via Ras-MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase), FAK (Focal Adhesion Kinase), Src, Rac, JAK (Janus Kinasa), STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription) i PI3K (Phosphatidylinosite-3-kinase) (Blasi
and Sidenius, 2010; Smith and Marshall, 2010). La resposta intracel-lular d’'uPA és
depenent del tipus cel-lular i pot induir processos de proliferacio, diferenciacio, migracio,
adhesid, supervivéncia, quimiotaxi i invasié tumoral de forma independent de la seva
activitat proteolitica i depenent de la seva unié a uPAR (revisat a (Blasi and Sidenius,

2010)).

Al estar unit a un enllag GPI i no presentar domini transmembrana, la capacitat de
uPAR d’induir respostes intracel-lulars requereix la seva associacié amb altres receptors
col-laboradors. Diversos co-receptors de uPAR han estat documentats: integrines,
receptors acoblats a proteines G (GCPR), EGFR, FPRL1 (Formyl Peptide Receptor-Like-1) i
caveolina, entre altres (Alfano et al., 2005; Blasi and Sidenius, 2010; Hildenbrand et al.,

2008).

Les funcions més comuns del sistema uPA/uPAR, independentment de la seva
capacitat fibrinolitica, sén la participacid en processos d’adhesié, migracid i proliferacio
cel-lular. Per una banda, la capacitat de uPAR per unir vitronectina de la matriu
extracel-lular, promou la adhesié, migracié i invasié en fibroblasts i diferents linies
tumorals a través de la uni6 amb integrines. Aquesta triple interaccid
uPAR/VN/Integrines, que pot ser independent de uPA, indueix l'activacié de Rac i

produeix canvis en la morfologia cel-lular i el citoesquelet d’actina generant fenotips
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més migratoris (Madsen et al.,, 2007; Smith et al.,, 2008; Wei et al., 1994). Per altra
banda, la participacié de uPA/uPAR en la proliferacié cel-lular, que ha estat ampliament
estudiada en diversos tipus de cel-lules tumorals, s’ha associat a la participacié de EGFR
en la regulacié de les vies MAPK/Erk i MAPK/p38, incrementant la primera versus la
segona i afavorint el procés de proliferacié cel-lular (Liu et al., 2002; Mazzieri and Blasi,

2005).
4.2. PARTICIPACIO DE tPA EN LA SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR

S’ha descrit la aparticipacié de tPA en I'activacié de la via MAPK/Erk a través de la
seva unio a LRP-1 (Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein) induint I'expressio
de MMP-9 (Hu et al., 2006) i la supervivencia de fibroblasts i miofibroblasts (Hu et al.,
2007). També s’ha descrit que la unié de tPA al seu receptor annexina A2 activa la via
MAPK/Erk incrementant la proliferacié en cél-lules de cancer de pancrees de forma
independent a la seva activitat catalitica i en col-laboracié amb el receptor de
creixement epidérmic (EGFR) (Ortiz-Zapater et al., 2007). Paral-lelament, també s’ha
associat I'activacio de Erk en cel-lules de cancer de pancrees via I'activitat catalitica de
tPA. En aquest cas, I'activacio de la plasmina és la responsable de I'activacié de HB-EGF

gue indueix la senyalitzacié via Erk a través de I'activacié de EGFR (Hurtado et al., 2007).

En el teixit cerebral, la unié de tPA a LRP-1 provoca l'increment de la permeabilitat
de la barrera hematoencefalica (Benchenane et al., 2005) via I'activacio de Akt (An et al.,
2008), i actua com a citoquina induint la resposta inflamatoria via NFkB (Zhang et al.,
2007b). Per altra banda, tPA també participa en processos de plasticitat neuronal i
d’exotoxicitat a través de l'activacié proteolitica del receptor NMDA (N-methyl-D-
aspartate). L'activacié de NMDA pot tenir lloc de forma independent de plasmina i a
través de la unidé de tPA a LDLR (Low-Density Lipoprotein Receptor) i una proteasa
desconeguda (Samson et al., 2008) o bé, activant la plasmina, que activa directament

NMDA (Nicole et al., 2001).

Recentment s’ha descrit que sota estrés metabolic les neurones incrementen
I’expressid de tPA el qual participa en I'activacié de la via AMPK en astrocits i cel-lules

endotelials incrementant la captacié de glucosa en aquests tipus cel-lulars i promovent
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la sintesi d’acid lactic, que és incorporat per les neurones afavorint la supervivencia

neuronal (An et al., 2014).
4.3. PARTICIPACIO DE PAI-1 EN LA SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR

A part d’inhibir I'activitat de uPA i tPA, PAI-1 també es troba involucrat en processos
intracel-lulars que regulen proliferacié, migracid i apoptosi cel-lular (Balsara and Ploplis,
2008). En cel-lules endotelials s’"ha observat la participacié de PAI-1 en l'increment de
I'expressié de FLIP ( FLICE-like inhibitory Protein) i la conseqiient activacio de les vies de
proliferacié NFkB i ERK (Chen et al., 2006; Gramling and Church, 2010). Recentment s’ha
determinat la participacié de PAI-1 en la proliferacié de fibroblasts pulmonars via Erk i

Akt (Zhang et al., 2013).

També es coneix un paper antiapoptotic de PAI-1 associat a la seva capacitat d’unir i
inactivar la caspasa 3 intracel-lular i de sobreexpressar c-jun/Erk, Bcl-2 i Bcl-X, (Balsara
and Ploplis, 2008; Chen et al.,, 2004). En neurones, PAI-1 també exerceix un efecte

antiapoptotic via c-jun i Erk (Soeda et al., 2006).

4.4. PARTICIPACIO DEL PLASMINOGEN/PLASMINA EN LA SENYALITZACIO
INTRACEL-LULAR. RECEPTORS INVOLUCRATS

També s’ha descrit que el plasminogen/plasmina pot induir una resposta
intracel-lular. S’"ha documentat que la plasmina activa vies de migracié i supervivencia
cel-lular com PI3K/Akt i Erk1/2, vies de Rho quinases relacionades amb quimiotaxis o
I'activacié de factors NF-kB i STAT involucrats en la transcripci6 de mediadors
proinflamatoris. La majoria d’autors afirmen que la senyalitzacié intracel-lular induida
per la plasmina és depenent de la seva unié a la superficie cel-lular mitjancant lisines C-
terminals i de la seva activitat proteolitica, que podria actuar sobre una altra proteina,
activant-la (revisat a (Syrovets et al.,, 2012)). Tot i aixi, cada tipus cel-lular sembla
respondre a la plasmina de forma diferent. La taula 2 recull I'efecte intracel-lular de la
plasmina, les vies de senyalitzacio involucrades i els receptors implicats en diferents

tipus cel-lulars.
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TIPUS

CEL-LULAR

EFECTE
CEL-LULAR

VIES
IMPLICADES

RECEPTORS DEL
PLASMINOGEN
INVOLUCRATS

RECEPTORS

COL-LABORADOR

S

Secreci6 MCP-

(Syrovets et al.,

Monbcits 1, CD40, TNF-a, | P38MAPK 2001)
IL-1a, IL-1B, JAK/STAT (Burysek et al., 2002)
factor tissular
JAK/STAT (Li et al., 2007)
. Quimiotaxis, PI3K/Akt .
Macrofags TNF-q, IL-6 MEK/Erk Annexina A2/p11
P38 MAPK
. o P38MAPK (Lietal., 2010)
(Cj::;l(;‘r';isques Quimiotaxis MEK/Erk Annexina A2/p11
PI3K/Akt
Autoregulacié (He et al., 2011)
Cél-lule§ dela gener(j:\cié PKC Annexina A2/p11 TLRA
Endotelials de la plasmina
pericel-lular
Cel-lules Proliferacié MEK/Erk Proteines G (Nicholl et al., 2005)
vasculars PI3K/Akt EGFR (Roztocil et al., 2005)
Agregacié (Quinton et al.,
Plaguetes plaguetaria PAR-4 2004)
(Mao et al., 2009)
o TGF-[33. (I\’ro.mou PI3K/Akt (Maeda et al., 2009)
Astrocits supervivencia PAR-1
/PKB
neuronal)
Cé!-lu!es Tran\sicié .epiteli- MEK/Erk PAR-1 (Zhang et al., 2007a)
Epitelials mesénquima
Expressid i (Pendurthi et al.,
alliberacio 2002)
extracel-lular de | MEK/Erk PAR-1 (Mandal et al., 2005)
Cyr61 P38 MAPK
(involucrat en
proliferacio)
Fibroblasts Transcripcié (De Sousa et al.,
dels gens C-fos i 2005)
ergl MEK/Erk
(involucrats en
proliferacio)
Incrementa (Sousa et al., 2005)
I'expressio MEK/Erk
d’alfa-enolasa
Hepatocits Supervivéncia | MEK/Erk (Kawao et al., 2007)
Migracid (en (Diaz et al., 2006)
C\eI-IuIes ceI-Iers de MEK/Erk
cancer colon carcionoma de
col
. Supervivéncia (Hurtado et al.,
Cel-lules (cel-lules de 2007)
cancer R MEK/Erk Annexina A2 EGFR
pancrees ce\mcer de
pancrees)

Taula 2. Participacido de la plasmina en processos de senyalitzacié de diferents tipus cel-lulars.

Efectes de la senyalitzacid i receptors involucrats. MCP-1 (Monocyte chemotractant protein) NMDA: N-

methyl-D-aspartate. PGE, prostaglandin COX-2. Ciclooxigenasa-2. HGF:Hepatocyte Growth Factor.
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En general, doncs, els efectes intracel-lulars de la plasmina son diversos en funcié
del tipus cel-lular i del seu origen, i en la majoria de casos encara no es coneixen els
receptors involucrats i el mecanisme molecular pel qual la plasmina indueix aquests

efectes.

Resultats previs del nostre grup de recerca semblaven indicar la participacio del
plasminogen en la fosforilacié de Erk i Akt en mioblasts, suggerint I'activacié d’aquests
precursors musculars en preséncia de plasminogen (Tesi Angels Diaz-Ramos, UB, 2008).
Per aquest motiu bona part d’aquesta Tesi s’ha dedicat a I'estudi de la senyalitzacio
intracel-lular induida pel sistema plasminogen/plasmina en mioblasts murins i la possible
participacié del plasminogen en I'activacié d’aquestes cel-lules precursores en un procés

de regeneracié muscular.

5. RECEPTOR DEL FACTOR DE CREIXEMENT EPITELIAL (EGFR)

5.1. ESTRUCTURA

El receptor de EGF (Epidermal Growth Factor) també conegut com a EGFR, és un
receptor amb activitat tirosina quinasa. Pertany a la familia ErbB, que rep aquest nom
degut a la seva homologia amb el producte del gen viral de Ieritroblastoma (v-
erbB)(Citri and Yarden, 2006) i esta constituida per quatre receptors: ErbB1 (també
conegut per EGFR o HER-1), ErbB2 (també conegut com a Neu o HER-2), ErbB3 o HER-3, i
ErbB4 o HER-4. Dels quatre receptors, EGFR o ErbB1 va ser el primer membre de la

familia en ser descobert (Sato et al., 1983).

EGFR es sintetitza com un precursor de 1210 aminoacids i en produir-se la
eliminacid del fragment N-terminal s’obté una proteina de 170 kDa que s’inserta a la
membrana plasmatica. El domini extracel-lular esta format per quatre subdominis: dos
subdominis rics en leucines que s’uneixen al lligand (dominis | i Ill, també anomenats L1
i L2) i dos dominis rics en cisteina units per ponts disulfur (dominis Il i IV, també
anomenats CR1 i CR2) (Fuller et al.,, 2008). A continuacid es troba el domini
transmembrana i, finalment el domini intracel-lular. EIl domini intracel-lular conté un

domini juxtamembranal format per dos subdominis, juxtamembrana A i juxtamembrana
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B, amb capacitat reguladora que modula la internalitzacio, dimeritzacié i ordenacié en la
membrana. El domini juxtamembranal va seguit d’'un domini amb activitat quinasa i
d’una cua C-terminal, on es localitzen nombrosos residus de tirosina susceptibles a ser
fosforilats i que intervenen en la transduccié de senyals (Fig. 13) (Revisat a (Cymer and

Schneider, 2010; Yarden and Sliwkowski, 2001)).
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Figura 13. Estructura de EGFR. El domini extracel-lular consta de 4 subdominis (I-IV), no indicats en la
figura. El domini intracel-lular consta del domini juxtamembrana A i B, un domini quinasa i una cua C-
terminal que conte diversos residus tirosina susceptibles a ser autofosforilats i que es troben indicats.

Figura obtinguda de (Jura et al., 2009).

Aquesta estructura és comu per tots els membres de la familia ErbB perdo amb la
particularitat que ErbB2 no té la capacitat per unir lligand (Klapper et al., 1999) i ErbB3
presenta un domini quinasa no funcional (Guy et al., 1994). Aquests receptors actlen en
forma d’heterodimers amb altres membres de la mateixa familia (Yarden and

Sliwkowski, 2001).

5.2. LLIGANDS

Existeixen diversos lligands per EGFR. Els lligands descrits fins al moment sén EGF
(Epidermal Growth Factor), TGF-a (Transforming Growth Factor-at), anfirregulina, HB-
EGF (Heparin-Binding EGF like Growth Factor), beta-celulina, epirregulina i epigen
(revisat a (Guma et al., 2010)). Tots ells tenen un domini similar a EGF, responsable de la

seva unid al receptor, i es sintetitzen com a proteines precursores transmembrana.

75



INTRODUCCIO

Aguestes proteines precursores son alliberades de la membrana per I'actuacid de
proteases extracel-lulars esdevenint factors de creixement madurs capagos d’unir-se i
activar EGFR de forma autocina o paracrina. Les principals proteases implicades sén
membres de la familia de desintegrines i metal-loproteases (ADAM) (Kataoka, 2009).
ADAM17 es la proteasa més coneguda i estudiada en I'activacié de EGFR i rep el nom de
TACE (TNF-a Converting Enzyme), degut a la seva participacion en I'activaciéo de TNF-a
(Black et al., 1997; Kataoka, 2009). Més endavant també es va descriure la participacié

de TACE en l'activacié de TGF-a, HB-EGF i anfirregulina (Sunnarborg et al., 2002).

Es coneix també que alguns lligands de EGFR que es mantenen units a la membrana
plasmatica poden activar receptors de cel-lules veines, actuant com a factors juxtacrins
(Singh and Harris, 2005). En aquests casos, tot i que el lligand no s’allibera, sembla que la
participacién de TACE és igualment necessaria per la seva activacio (Borrell-Pages et al.,

2003).

5.3. ACTIVACIO

Per I'activacié de EGFR és necessaria la homodimeritzacié o heterodimeritzacié amb
gualsevol dels altres membres de la familia ErbB, que es troben en forma de mondomers
o de pre-dimers i es localitzen fonamentalment en unes estructures de membrana
anomenades caveoles (Jorissen et al., 2003; Lemmon, 2009). Aquesta dimeritzacié te lloc

per unié del lligand.

La unid del lligand al domini | o Ill de la part extracel-lular del receptor provoca un
canvi conformacional d’aquests dominis i la rotacié del domini transmembrana (Fig. 14).
Amb aquest canvi conformacional queda al descobert un domini de dimeritzacié que
afavoreix la formacio de dimers (Fuller et al., 2008; Moriki et al., 2001). En dimeritzar, es
produeix la transfosforilacié dels receptors en el seu domini intracel-lular incrementant
la seva activitat quinasa i provocant la fosforilacié de diferents residus de tirosina situats
a la cua C-terminal del receptor. Aquest fet provoca el reclutament i activacido de
proteines adaptadores involucrades en la induccid de la senyalitzacié intracel-lular.

Aquestes proteines contenen els dominis d’unié a tirosines fosforilades SH2 (Src

76



INTRODUCCIO

Homology 2), o PTB (Phosphotyrosine Binding domines)(Marmor et al., 2004; Wagner et
al., 2013) i interacciones especificament amb residus concrets de EGFR (Jones et al.,

2006; Jorissen et al., 2003) (Fig. 15).
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Figura 14. Representacio esquematica de I'activacié de EGFR per unid del lligand. En unir el lligand
el domini extracel-lular del receptor canvia de conformacié i dimeritza. Aquest fet provoca I'increment de
I'activitat tirosina quinasa del seu domini intracel-lular i I'autofosforilacié en diferents residus de tirosina

situats a I'extrem C-terminal (Kumar et al., 2008).

L’activacié de EGFR també pot ser independent de lligand i es creu que podria estar
relacionat amb la inhibicid de tirosina fosfatases, involucrades en la defosforilacié de
EGFR, o bé en I'activacio de tirosina quinases que activen EGFR intracel-lularment, com
és el cas de Src (Moro et al.,, 2002) (Daub et al., 1996). Per altra banda, també s’ha
descrit I'activacié de EGFR a través de l'inducci6 de MMPs o ADAM, involucrades en
I'activacié i alliberacié dels lligands de EGFR (Fischer et al., 2003; Itoh et al., 2005). En
aquest cas es parla de transactivacié i s’han identificat factors de creixement com TGF-B,
factors d’estrés cel-lular com H,0,, receptors acoblats a proteines G (GPCR) i tirosina
guinases SFK (Src Family Tyrosine Kinases) com alguns dels principals inductors d’aquest

procés (revisat a (Joo et al., 2008)).

Tot i que EGFR pot formar heterodimers amb qualsevol dels altres tres membres de

la familia, preferiblement els forma amb ErbB2, que l'estabilitza a la membrana,
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potencia la seva senyalitzacid i redueix la seva internalitzacié (Sweeney and Carraway,

2004).
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Figura 15. Esquema de la cua C-terminal del receptor de EGFR. Residus de tirosina potencialment
fosforilables i les funcions cel-lulars i vies intracel-lulars associades a cada un d’ells. Figura obtinguda de

(Wheeler et al., 2010).

5.4. ENDOCITOSI

L’endocitosi de EGFR és un procés constitutiu que pot tenir lloc en presencia o
abséncia de lligand. Es coneix, pero, que la unié al seu lligand incrementa
substancialment la seva internalitzacié, com a mecanisme per atenuar la senyalitzacio.
Sembla ser un procés independent de l'activitat tirosina-quinasa del propi receptor
(Wang et al., 2005), i té lloc mitjangant la formacié d’endosomes recoberts de clatrina
(Waterman and Yarden, 2001). Un cop internalitzat, el receptor pot ser reciclat a la
membrana plasmatica després de ser desactivat en el reticle endoplasmatic per la
proteina tirosina fosfatasa PTP-1B o bé ser degradat als lisosomes (Haj et al., 2003). En la

via de degradacid de EGFR és indispensable la participacién de I'activitat tirosina quinasa
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del receptor, que indueix el reclutament i I'activacié de la ubiquitina lligasa c-Cbl
(Casitas B-lineage lymphoma), que poliubiquitina el receptor en residus de lisina
intracel-lulars evocant, d’aquesta manera, la seva degradacio al lisosoma (Kirisits et al.,
2007; Sweeney and Carraway, 2004; Waterman and Yarden, 2001). El cami de EGFR en
la via del reciclatge o de la degradacié dependra dels components del dimer i del tipus
d’interaccié lligand-receptor que es produeixi. Aixi, mentre que la unié de EGF es manté
en I'endosoma i potencia la degradacié del receptor, altres lligands com TGF-a es
dissocien més facilment, inactivant el receptor internalitzat i induint el seu reciclatge

(Marmor et al., 2004; Sweeney and Carraway, 2004; Zandi et al., 2007).

Un cop internalitzat, EGFR és capac de continuar transmetent senyals intracel-lulars,
qgue poden ser diferents dels que tenen lloc quan es troba a la membrana plasmatica
(Citri and Yarden, 2006; Wiley, 2003). Per altra banda, també s’ha vist que I'endosoma

pot dirigir-se al nucli, on EGFR pot modular processos de transcripcié (Lo et al., 2005).

5.5. PAPER EN LA SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR

L'activacié de EGFR desencadena diferents tipus de senyals intracel-lulars en funcié
dels components del dimer i del lligand que I'activa, els quals determinaran els residuts
de tirosina de la cua C-terminal del receptor que s’autofosforilen i de les proteines
adaptadores que s’hi uneixen (revisat a (Yarden and Sliwkowski, 2001)). Les principals
vies de senyalitzacid activades per EGFR sén les vies Ras/MAPK i PI3K/Akt, relacionades
amb la supervivencia i proliferacié cel-lular. EGFR, pero, també activa moltes altres vies
entre les quals es troben PLC/PKC i STAT (Signal tranducer and activator of
transcription), principalment involucrades en migracié i EMT (epithelial-mesenchymal

transition) (Bodnar, 2013) (Fig. 16).

La proteina adaptadora involucrada en l'activacié de la via Ras/MAPK és Grb2
(Growth factor receptor -binding protein 2), que pot unir-se directament a Tyr1068 o
Tyrl086 o indirectament a través de Shc (Src homologous and collagen -like protein).
Grb2 recluta la proteina Sos (son of sevenless homolog protein), que activa Ras, que es

troba unit a la membrana plasmatica. Ras, alhora activa la via de les MAPK que conclueix
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amb l'activacid de Erk-1 i Erk-2, que es transloquen al nucli i catalitzen la fosforilacié de
factors de transcripccio6 modulant processos de proliferacid i supervivéncia (revisat a

(Dengjel et al., 2007; Fuller et al., 2008; Jorissen et al., 2003)).

L’activacié de PI3K té lloc quan la subunitat reguladora p85 d’aquesta quinasa
s’uneix directament a EGFR activat. Un cop activada, PI3K genera fosfatidil-inositol-3,4,5-
trifosfat (PIP3) que activa el principal efector de la via, Akt o PKB, involucrat en
processos de superviveéncia i proliferacio i un dels principals reguladors antiapoptotics

(revisat a Fuller et al., 2008 i Jorissen et al., 2003)

La fosfolipasa C-y (PLCy) pot unir-se directament a Tyr1173 i Tyr992 de EGFR
mitjancant un domini SH2 i ser activada. Un cop activada, PLCy hidrolitza el fofatidil-
inositol(4,5)-difosfat (PIP2) obtenint 1,2-diacilglicerol (DAG) i inositol-1,2,3-trifosfat (IP3).
DAG activa PKC que pot activar altres vies com MAPK i JNK. Alhora IP3 produiex
I'alliberacié de calci al citosol i indueix I'activacid de vies depenents de calci com Ral i
NFkB (revisat a Jorissen et al., 2003). L’activacio de PLCy s’ha relacionat amb canvis en el

citoesquet que promouen un fenotip migratori.

Les proteines STAT sén factors de transcripcié que, un cop activats, dimeritzen i es
transloquen al nucli. S’ha observat I'activacié de STAT-1, 3 i 5 depenent de EGFR
(Marmor et al.,, 2004) i estudis proteomics indiquen que STAT-5 pot ser activat
directament per EGFR sense la necessitat d’activar previament la familia de JAK (revisat
a Marmor et al., 2004). Altres estudis, en canvi, suggereixen |'activacié indirecta de les

proteines STAT (revisat a Fuller et al., 2008).

També és molt coneguda la participacié de EGFR en la senyalitzacié intracel-lular
induida per altres receptors. S’ha descrit la col-laboracid de EGFR amb altres receptors
de membrana com GPCR (Thomas et al., 2005), integrines (Moro et al., 2002), i amb
receptors del sistema d’activacié del plasminogen (Blasi and Carmeliet, 2002; LaRusch et
al., 2010), entre altres. Aquesta activacié de EGFR s’associa al concepte de transactivacio

comentat anteriorment (Zandi et al., 2007).
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Figura 16. Principals vies de senyalitzacié intracel-lulars activades per EGFR i proteines que

participen en cada una d’elles. Figura adaptada de (Marmor et al., 2004).

5.5.1 Participacié de EGFR en la senyalitzacié intracel-lular lligada al sistema

d’activacio del plasminogen

EGFR s’ha proposat en diverses treballs com a receptor col-laborador en processos
de senyalitzacié induits per components dels sistema d’activacié del plasminogen com
uPA i tPA. S’ha descrit la col-laboracié de EGFR amb uPAR (Blasi and Carmeliet, 2002) i
amb annexina A2 com a receptor de tPA per induir la via de senyalitzacio MAPK/Erk 1/2
de forma independent de la seva activitat catalitica en cel-lules de cancer de pancrees
(Hurtado et al., 2007; Ortiz-Zapater et al., 2007). Tot i I'evidéncia en la colocalitzacié de
EGFR i el sistema d’activacié del plasminogen a la membrana plasmatica, EGFR no

sempre participa en la senyalitzacid induida per uPA o tPA (Diaz et al., 2006).
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En processos de senyalitzacié induits pel plasminogen també s’ha observat la
col-laboracié de EGFR en |'activacié de PI3K i MAPK en ceél-lules vasculars (Nicholl et al.,
2005), tot i que no es coneix quin és el receptor del plasminogen involucrat en aquest
cas. Resultats preliminars del grup emprant mioblasts han portat a I'estudi d’una

possible col-laboracié de EGFR amb alfa-enolasa, fins ara mai descrita.

5.6. PARTICIPACIO EN PROCESSOS FISIOLOGICS | PATOLOGICS
5.6.1. Paper de EGFR en cancer

La gran relevancia de EGFR en l'activacié de vies de proliferacid, supervivencia,
migracio i diferenciacido cel-lular fan que EGFR tingui un paper clau en processos
oncogenics de diferent origen (Yarden and Sliwkowski, 2001). En general, s’ha observat
gue les tranformacions oncogeniques es produeixen per sobreexpressié de EGFR o per
mutacions en el receptor que generen variants de EGFR constitutivament actives (Harari
et al., 2007). Tambe s’ha associat la transformacié oncogénica a l'increment en
I'expressié de lligands de EGFR com EGF i TGF-a, I'heterodimeritzacié de EGFR amb
altres membres de la familia ERbB, especialment amb ErbB2, la deficiencia en la seva
internalitzacié i degradacié als lisosomes, la transactivacié de EGFR i la localitzacié

nuclear de EGFR (revisat a Wheeler et al., 2010; Zandi et al., 2007).

La sobreexpressié de EGFR s’ha documentat en una gran varietat de cancers entre
els quals trobem el cancer de mama, el de coll, el de pancrees, el renal, el cancer
colorectal, el d’ovari, el de pulmé, el de bufeta o els glioblastomes (Nicholson et al.,

2001; Salomon et al., 1995; Sharma et al., 2007).

Donada la sobreactivacié de EGFR en diversos tumors, aquest receptor ha estat
ampliament estudiat com a diana terapéutica antitumoral. S’han descrit dos tipus
d’inhibidors de EGFR, els inhibidors tirosina quinasa i els anticossos monoclonals. Els
inhibidors tirosina quinasa sén molécules petites d’estructura similar a I'ATP que
bloquegen el domini d’unié a nucleotid de EGFR impedint I’activacié del domini tirosina
guinasa de EGFR i evitant I'autofosforilacié del receptor i la senyalitzacié intracel-lular

que se’n deriva. Molécules com AG1478 i compostos com Gefitinib (Iressa; AstraZeneca)
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o Erlotinib (Tarceva; Genentech/OSl) pertanyen a aquest grup (Harari et al., 2007). Tant
Gefitinib com Erlotinib han estat aprovats per la FDA (Food And Drug Administration)
com a farmacs contra el tractament de cancer de pulmo de cél-lula petita (NSCLC, Non-
small-cell lung cdncer)(Arora and Scholar, 2005) (revisat a (Citri and Yarden, 2006) i
(Wheeler et al., 2010)). Els anticossos monoclonals bloquegen el domini extracel-lular de
EGFR i eviten la seva dimeritzacié i activacié. Cetuximab (Erbitux, Bristol Myers
Squibb/ImClone) és un anticos monoclonal quiméric huma-ratoli que bloqueja el domini
Il de EGFR. S’ha utilitzat des del 2004 com a tractament pel cdncer colorectal avancat i
des del 2006 en el tractament de carcinoma de coll i cap (Li et al., 2005b; Wheeler et al.,
2010). Panitumumab (Vectibix; Amgen), un anticos monoclonal humanitzat que bloqueja
la uni6 de EGF i TGF-a a EGFR també s’utilitza contra el cancer colorectal metastatic des

del 2006 (Giusti et al., 2008).

L’existéncia d’algunes mutacions en EGFR i la complexitat de la vies activades pels
diferents lligands i heterodimers formats amb altres receptors de familia ErbB fan que
els estudis clinics realitzats amb aquesta farmacs no siguin sempre efectius i els pacients
presentin resisténcia al tractament amb inhibidors de EGFR. Aixi doncs, cal considerar
I’'ds combinat d’inhibidors de diferents membres de la familia ErbB, juntament amb altre
terapies antitumorals classiques com radioterapia i quimioterapia classica o bé en
combinacié amb inhibidors de vies mitogeniques, angiogeniques o antiapoptotiques

(Arora and Scholar, 2005; Goffin and Zbuk, 2013; Wheeler et al., 2010).

5.6.2. Paper de EGFR en altres processos fisiopatologics

El paper fisiologic de EGFR ha estat desconegut durant molts anys i els estudis mes
reveladors s’han obtingut a partir d’estudis de pérdua de funcid. Els ratolins knock out
pel gen de EGFR solen morir durant la gestacid, al néixer, o uns 20 dies post naixement,
depenent del fons genetic de cada soca. A part de presentar defectes cerebrals, aquests
ratolins presenten anormalitats en la proliferacid, migracid, diferenciacid i supervivencia
de les cel-lules epitelials, afectant al desenvolupament de diferents drgans com la pell, el
pulmo, el cor, l'intesti o la placenta (Citri and Yarden, 2006; Sibilia et al., 2007). En canvi,

els ratolins deficients pels diferents lligands de EGFR no semblen presentar anomalies
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fenotipiques significatives, indicant I’existéncia d’un efecte compensatori entre ells (Citri

and Yarden, 2006).

També s’ha descrit la participacié de EGFR en el desenvolupament del cor (Sibilia et
al., 2007; Sibilia et al., 2003), en adipogenesis (Wang et al., 2009a), en la curacié de
ferides (Roupe et al., 2010) i en la regeneracio del fetge (Natarajan et al., 2007). Per altra
banda, s’ha descrit que EGFR participa en I'estimulacié de processos fibrotics (Blaine et
al., 2009) i que la seva inhibicié dismineix la infiltracié de macrofags pro-inflamatoris
(Prada et al., 2009). L'expressié de mutants inactius de EGFR en cel-lules satel-lit afecta
negativament al creixement, supervivencia i diferenciacid cel-lular, tot i que el grau
d’afectacié depen del tipus de teixit, (Wu and Adamson, 1996). Pel que fa al muscul
esquelétic, no s’ha descrit clarament el paper de EGFR. Alguns estudis previs indiquen
gue el muscul esquelétic madur no requereix I'activitat de EGFR (Wu and Adamson,
1996), mentre que altres estudis indiquen que EGFR i els seus lligands s’expressen en
mioblasts murins (Horikawa et al., 1999) i en muscul esquelétic adult (Peng et al., 1997).
Més recentment s’ha descrit I'expressidé de EGFR en les cel-lules satel-lit i s’associa a un
paper antiapoptotic (Golding et al., 2007). Resultats previs de I'equip de recerca
suggereixen una possible participacié de EGFR en la miogénesis (Tesi Angels Diaz-Ramos,
UB 2008) i un dels objectius d’aquesta tesi doctoral ha esta aprofundit en el paper de

EGFR en els processos de miogenesi i regeneraciéo muscular.

84



OBIJECTIUS

85



86



OBJECTIUS

Seguint la linia d’investigacio del grup acceptor i considerant els resultats previs en
I'estudi de diferents components del sistema d’activacié del plasminogen i de EGFR en
els processos de miogenesi in vitro i de regeneracid muscular in vivo, els objectius

plantejats a I'inici d’aquesta tesi doctoral van ser els seglients:

= Estudiar el paper d’alfa-enolasa durant la miogeénesi in vitro i la regeneracié
muscular in vivo utilitzant cultius primaris de mioblasts derivats de cél-lules

satel-lit o MPCs (Muscle Precursor cells) i dos models de regeneracié muscular.

= Estudiar la senyalitzacio intracel-lular induida pel plasminogen/plasmina en dos

models cel-lulars: la linia mioblastica murina C2C12 i cultius primaris de MPCs.
= Determinar la implicaci6 d’° alfa-enolasa com a receptor de
plasminogen/plasmina en la senyalitzacié intracel-lular de mioblasts murins.

Estudiar de possibles proteines col-laboradores i implicacions funcionals.

= Analitzar I'expressido de EGFR en el muscul esquelétic i la seva implicacié en els

processos de miogenesi i regeneracié muscular in vitro i in vivo.
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1. EQUIPS

Cabina de Flux Laminar BV-100 (Telstar).
Centrifuga 5804 (Eppendorf).

Citometre de flux Gallios (Beckman Coulter).
Citometre de flux FACSCanto Il (Becton, Dickinson).
Criostat SHANDON(Thermo Scientific).

Escaner GS-800 Calibrated densitometer (Bio-Rad).
Espectrofotometre Power Wave XS (Biotek).
Incubador HERAcell 150 (Thermo Scientific).
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).

Microscopi Confocal DMI6000 (Leica TCS SP5).
Maquina de revelat Curix60 (AGFA-Healthcare).
Microscopi Eclipse 80i (Nikon).

Microscopi Invertit Universal IX70 (Olympus).

Termociclador 2720 (Applied Biosystem).

2. REACTIUS

2.1. KITS

Ultrapec™ RNA isolation system (Biotek).

BCA™ Protein Assay Kit (Pierce).

Kit Dako per a Inmunohistoquimica (Dako).

Kit DAB (Diaminobencidina) (Dako).

Kit de revelat de Western Blot ECL (Amersham GE Heatlhcare).
Kit per a la deteccié de la Creatina Kinasa (Thermo Electron).
Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo Scientific).
PROTEUS Protein A MINI Sample Kit (Prochem).

Vectastain Elite ABC Reagent (Vector Laboratories).

Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Diagnostics).
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2.2. REACTIUS PER A CULTIUS CEL-LULARS

0.05% Tripsina/EDTA 1X (Gibco, Invitrogen).

bFGF (bovine Fibroblast Growth Factor) (Roche Diagnostics).
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Lonza).
DMSO (Dimethyl sulfoxid) (Sigma).

Fungizona (Gibco, Invitrogen).

HAM’s F10 (Lonza).

Optimem (Gibco, Invitrogen).

RPMI-1640 (Lonza).

Serum Bovi Fetal (SBF) (Gibco, Invitrogen).

Serum de cavall (HS, Horse Serum) (Gibco, Invitrogen).
L-Glutamina (Gibco, Invitrogen).
Penicil-lina/Estreptomicina (P/S) (Gibco, Invitrogen).

Solucio de dissociacio cel-lular no enzimatica (Sigma).

2.3 REACTIUS GENERALS

2-propanol (Panreac).

a-2-antiplasmina proteina d’origen huma (Molecular Innovations).
a-enolasa proteina humana recombinant (Creative Biomart).
B-enolasa proteina purificada de muscul de conill (Sigma-Aldrich).
30% Acrylamide/Bis Solution 29:1 (Bio-Rad).

Acid Aceétic glacial (Sigma-Aldrich).

AG1478 Inhibidor de la fosforilacié de EGFR (Calbiochem).

Agarosa (Cambrex).

Angiostatina (Kringles 1-3) (Cryopep).

Aprotinina Inhibidor de proteases (Sigma-Aldrich).

APS Ammonium Persulfate Ultrapure, ACS Reagent Grade (USB Corporation).
Blau tripa (Sigma-Aldrich).

BMS-200261 trifluoroacetat (Sigma-Aldrich).

Bromodesoxiuridina (BrdU) (Sigma-Aldrich).
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Bromur d’etidi (Sigma-Aldrich).

Cardiotoxina (Latoxan).

CD51 anticos monoclonal de ratoli contra I'integrina av (Chemicon International).
Col-lagen | PureCol (Inamed).

Cristall Violeta (Sigma-Aldrich)..

dNTP (Desoxinucleotids) (Invitrogen).

DPX Medi de muntatge emprat en histologia (Fluka).
D-VLK-pNA substrat cromogénic de la Plasmina (LOXO GmbH).
EACA (acid epsilon-aminocaproic) (Sigma-Aldrich).
Equistatina (Sigma-Aldrich).

EGF (Epidermal Growth Factor) (Invitrogen).
Eosina (Sigma-Aldrich).

Etanol (Merck).

Formaldehid 4% (Merck).

Glicina Reagent grade (Sigma-Aldrich).
Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich)

Hyperfims Amersham GE (Healthcare)

IGEPAL® CA-630 (Sigma-Aldrich).

Inhibidor de RNAsa (Roche).

Insulina bovina de pancrees (Sigma-Aldrich).
Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad).

Lightcycler 480 SYBR GREEN master (Roche).
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen).

Lipofectamine™ RNA iMAX (Invitrogen).

Llet en pols desnatada (Asturiana) (Espanya).
LY294002 Inhibidor de I'activitat PI3K (Calbiochem).
Marcador de pes molecular per DNA (Biotools).
Membranes PVDF Immobilon-P. (Millipore).
Menadiona (Sigma-Aldrich).

Metanol (Panreac).

OCT medi de congelacio per teixit (Tissue Tek).

ON-TARGET plus Non-targeting: pool de siRNA controls (Thermo scientific).
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Oligonucleotids (dNTP) (Invitrogen).

Ortofenilendiamina (OPD) (Sigma-Aldrich).

PD98059 Inhibidor de I'activitat de MEK-ERK (Calbiochem).

Percoll Amersham Bioscience Pharmacia (Biotech).

Peroxid d’hidrogen (Sigma-Aldrich).

Pirofosfat de sodi (NaPPI) (Sigma-Aldrich).

Plasmina humana (Lys-plasmin) (LOXO GmbH).

Plasmina inactiva (LOXO GmbH).

Plasminogen huma (LOXO GmbH).

Plg-FITC (LOXO GmbH).

Poli-L-lisina (Sigma-Aldrich).

Ponceau BS (Sigma-Aldrich).

Precision Plus Protein Standards, All Blue: Marcador de pes molecular per
proteines (Bio-Rad).

Pronasa (Calbiochem).

Proteina A/G PLUS-Agarosa (Santa Cruz Technology).

Running Buffer (Tris/Glicine/SDS Buffer, 10x)(Bio-Rad).
TaqPolimerasa (Roche Diagnostics).

TEMED Tetramethylethylenediamine 99% (Sigma).

Transcriptasa Reversa M-MLYV (Invitrogen).

Trizma base Tris[hydroxymethylJaminomethane ultrapure (Sigma-Aldrich).
Toxina pertussica (PTX) Inhibidor de les proteines Gi. (Calbiochem).
Trito X-100 (Pierce).

Tween® 2 BioXtra (Sigma-Aldrich).

uPA Activador del Plasminogen tipus Uroquinasa (Sigma).
Vectashield mounting médium with DAPI (Vector Laboratories).
Wormanina Inhibidor de I'activitat de la PI3K (Sigma-Aldrich).

Xilol (VWR-Prolabo).
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3. CULTIUS CEL-LULARS

3.1. LINIES CEL-LULARS | CONDICIONS DE CULTIU

Per a la realitzacid d’aquesta tesi doctoral es van utilitzar basicament dues linies
cel-lulars de mioblasts murins: la linia cel-lular C2C12 i el cultiu primari de cel-lules
precursores musculars o MPCs (Muscle Precursor Cells). Les MPCs es van obtenir dels
musculs situats a les extremitats anteriors i posteriors de ratolins salvatges (wt),
distrofics (mdx), o de teixit muscular huma (hMPC). Aquestes cél-lules de llinatge
mioblastic es van cultivar en medi de proliferacié (GM, Growth Medium) i es va induir la
seva diferenciacio6 a miotubs substituint el GM per medi de diferenciacié (DM,
Differentiation Medium). Els medis concrets utilitzats per cada linia es troben en els

apartats 3.1.1.2,3.1.2.2i3.1.3.2).

Al llarg de la present tesi doctoral també es van generar dues linies d’hibridomes
productors d’anticossos especifics contra alfa-enolasa, el clon 872 (MAb872) i el clon
875 (MADb875). També es va utilitzar I'hibridoma F1652 com a productor de I'anticos
MADbF1652 contra la forma embrionaria de la cadena pesada de la miogenina (eMHC,
embrionary Myosin Heavy Chain) i I'hibridoma 11G1, productor de I'anticos MAb11G1

contra alfa-enolasa, generat préviament en el grup (Lopez-Alemany et al., 2003a).

En tots els casos les cel-lules es van mantenir en un incubador a 37°C i una
atmosfera al 5% CO,. Per afavorir el bon creixement cel-lular es van realitzar canvis del

medi cada 2 dies.

3.1.1. C2C12
3.1.1.1. Origen

Linia cel-lular de mioblasts murins derivada per la Dra H. Blau i col-laboradors (Blau
et al., 1985) a partir de la linia cel-lular miogénica murina C2, obtinguda de les cel-lules
satel-lit extretes de les extremitats posteriors d’un ratoli C3H adult (Yaffe and Saxel,

1977). Es un model molt ben caracteritzat per a I’estudi de la diferenciacié del muscul
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esqueletic (Burattini et al.,, 2004). La linia cel-lular utilitzada prové de CLS (Cell Line

Services, Alemanya) lot 400476-812.
3.1.1.2. Condicions de cultiu

Els mioblasts C2C12 es van cultivar en medi DMEM suplementat amb 1%
d’antibiotic P/S, 1% de L-glutamina i 10% SBF (Serum Bovi Fetal) (GM, Growth Medium).
Per induir la diferenciaci6 miogenica, es va substituir el GM per medi DMEM
suplementat amb 1% P/S, 1% L-glutamina, 2% de HS i insulina de pancrees bovi 174 nM

(DM, Differentiation Medium). Es van utilitzar fins a un maxim de 20 passes cel-lulars.

3.1.2. Mioblasts primaris murins o MPCs (murine Muscle Precursor cells)
3.1.2.1. Obtencid de les MPCs

Les MPCs es van extreure de ratolins adults (1-2 mesos). Un cop sacrificat I'animal
per dislocacio cervical, es van extreure els musculs de les extremitats anteriors i
posteriors i es van separar del greix i dels tendons. Es van triturar amb I'ajuda d’un
bisturi en preséncia de DMEM suplementat amb 1% de P/S (DMEM-P/S) fins a obtenir
una massa de consisténcia homogenia i es van centrifugar a 600 g durant 4 min a T.A. El
centrifugat obtingut es va incubar amb una solucié de Pronasa al 1% en agitacié una
hora a 379C. Es va centrifugar 9 min a T.A. i el pellet es va resuspendre en medi DMEM-
P/S amb un 10% de SBF. Després de deixar precipitar breument els fragments de muscul
més pesats, es va recollir el sobrenedant. Es va repetir la operacio fins a tres vegadesii el
conjunt de sobrenedants recollits es van filtrar a 1400 g durant 10 min a T.A. El
precipitat obtingut, que conté els mioblasts i altres cel-lules mononucleades, es va
concentrar en 1 ml de DMEM-P/S i es va fraccionar mitjangant un gradient de PERCOLL
del 20% i el 60%. Després de centrifugar el gradient a 200 g durant 20 min a T.A,,
s’observa una banda blanquinosa que conté els mioblasts murins, just a la interfase
entre el Percoll al 20% i al 60%. Es recupera aquesta interfase i es posa en cultiu en una
placa recoberta de col-lagen (0.1 mg/ml en 0.1 N d’acid aceétic). Aquesta interfase també
conté fibroblasts. Per obtenir un medi pur, s’eliminen els fibroblasts emprant la técnica

de pre-plating que consisteix en sembrar el cultiu en una placa sense recobriment de
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col-lagen durant 1 h i recuperar el sobrenedant en una placa revestida de col-lagen.
Durant aquest procés els fibroblasts, que tenen major adherencia que els mioblasts,
gueden adherits a la placa sense revestiment de col-lagen, i el sobrenedant queda lliure
de fibroblasts. En algunes ocasions s’ha de repetir el pre-plating dues o tres vegades per

eliminar completament els fibroblast del cultiu.
3.1.2.2. Condicions de cultiu de les MPCs murines

Les MPCs murines es van cultivar en preséncia de plaques recobertes de col-lagen | i
es van utilitzar fins a un maxim de 10 passes cel-lulars. El medi de proliferacié utilitzat
(GM) constava de HAM’S-F10 suplementat amb 1% de P/S , 0,001% de Fungizona, 5
ng/ml de bFGF i 20% FBS. Per induir la diferenciacié miogenica es va substituir el GM per
medi de diferenciacié (DM) format per medi DMEM suplementat amb 1% P/S, 1% L-

glutamina, 2% HS i insulina de pancrees bovi 174 nM.

3.1.3. Mioblats primaris humans o hMPCs (human Muscle Precursor Cells)

Aguests linia primaria procedent d’explants de muscul huma provinents,
basicament, del triceps o quadriceps, va ser molt amablement cedida per I'’equip del Dr.
Eduard Gallardo (Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, laboratori

de Neurologia Experimental, Hospital de Sant Pau, Barcelona).
3.1.3.1. Obtencid de les hMPCs

Les hMPCs es van extreure tal i com es va descriure previament (Askanas et al.,
1971), i es van purificar, posteriorment, mitjancant el metode de separacié de Miltenyi
Biotec (Bergisch Gladbach, Alemanya) basat en el marcatge dels mioblasts amb un

anticos contra CD56 unit a boles magneétiques.
3.1.3.2. Condicions de cultiu de les hMPCs

Les cel-lules es van incubar en medi de proliferacié (GM) per mioblasts humans a

base de DMEM complementat amb un 10% de FBS, 1% L-glutamina, 1% P/S i factors de
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creixement (EGF 0.01 pug/ml i b-FGF 0.25 pg/ml). Per la seva diferenciacido a miotubs es

va usar el mateix medi sense factors de creixement i amb un 2% de FBS (DM).

3.1.4. Hibridoma F1652

Aguest hibridoma produeix I’anticos monoclonal contra la forma embrionaria de la
cadena pesada de la miosina (eMHC) i fou obtingut de Developmental Studies
Hybridoma Bank (lowa). El medi de creixement és medi RPMI suplementat amb 1% L-
glutamina, 1% de P/S i 10% FBS. Es van sembrar 1-10° cél-lules/ml en medi de recollida
(RPMI-1640 suplementat amb un 1% de L-glutamina, 1% de P/S i 2% FBS ) durant un

minim de 10 dies. El medi es va recollir i testar per immunocitoquimica.

3.1.5. Hibridoma 11G1

Aguest hibridoma va ser generat préviament pel nostre grup. Produeix un anticos
monoclonal anomenat MAb11G1l contra la proteina alfa-enolasa humana i es
caracteritza per inhibir la unié del plasminogen a alfa-enolasa (Lopez-Alemany et al.,
2003a). Els medis de creixement i de recollida sén els mateixos que en el cas de

I"hibridoma F1652.

3.1.6. Hibridomes 872 i 875

Aguests hibridomes produeixen els anticossos monoclonals, MAb872 i MAb875,
respectivament, que reconeixen I'extrem C-terminal de la proteina alfa-enolasa, on es
situa el lloc d’unid al plasminogen. Els medis de creixement i de recollida sén els

mateixos que en el cas de I’hibridoma F1652.
3.1.6.1. Generacio dels hibridomes 872 i 875

Es va realitzar en col-laboracié amb la casa comercial Abyntek Biopharma (Bizkaia,
Espanya). En primer lloc es va sintetitzar el peptid N-CK*AKFAGRNFRNPLAK-C on
K*=Lys(Ac). Aquest peptid correspon a la seqliencia C-terminal de la proteina alfa-
enolasa humana i murina. La seva puresa va ser analitzada mitjancant HPLC i MS. Es van

immunitzar 4 ratolins Balb/c amb el péptid repetides vegades i es van testar els sérums
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dels quatre ratolins tractats abans i després de la immunitzacié mitjancant una ELISA
(Fig. 17). Es va escollir el serum de ratoli que generava una millor resposta a la unié a

alfa-enolasa i una menor resposta a la unié de beta-enolasa.

A partir del serum seleccionat es van fusionar els limfocits B amb cel-lules de
mieloma muri (SP2/0). Els clons positius pel péptid corresponent a I’extrem C-terminal
d’alfa-enolasa es van subclonar i es van obtenir hibridomes monoclonals. Dels 5 clons
obtinguts es van seleccionar el 872 i el 875, que generen els anticossos monoclonals,
MAb872 i el MAb875, respectivament. Els dos anticossos monoclonals generats
reconeixen el péptid d'immunitzacié, i la proteina sencera alfa-enolasa pero, mentre que
MADb872 bloqueja la unié del Plg/Pli a alfa-enolasa, el MAb875 no té aquest efecte de

bloqueig (Veure apartat de Resultats).
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Figura 17. Esquema general de I'obtencid d’anticossos monoclonals. Adaptacid de http://biological-

discoveries.blogspot.com.es/2009/04/monoclonal-antibodies.html

3.1.6.2. Condicions de cultiu dels hibridomes 872 i 875

Els medis de creixement i de recollida sén els mateixos que en el cas de I’hibridoma
F1652 (Apartat 3.1.4.). En aquest cas es van purificar els anticossos mitjancant columnes
de proteina A unides a Sepharosa seguint el protocol del kit PROTEUS Protein A mini

Sample kit (Roche). Les fraccions purificades es van comprovar per ELISA.
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3.2. CONTROL DE MICOPLASMA

Tot i no treballar amb les linies cel-lulars més d’'una quantitat de passes limitada, es
va controlar la presencia de micoplasma per evitar contaminacions. Peridodicament es va
recollir sobrenedant de les diferents linies cel-lulars després de 72 h en confluéncia. Es
van eliminar les restes cel-lulars centrifugant 5 min a 1.200 rpm i el sobrenedant es va

conservar a -202C fins a la realitzacié del test.

Es va utilitzar el métode de la reaccid en cadena de la polimerasa (PCR). Les pipetes,
eppendorfs, aigua esteril (Braun Medical S.A) i tampd de PCR (Roche) es van irradiar amb
llum UV durant 10 min i es va preparar la mescla de reaccié de la PCR (Taula 3) dins la

cabina de flux.

|
Taula 3. Mescla de reaccié per PCR de Micoplasma (per mostra)

H,O irradiada 17.4 ul
dNTP (1 mM) 2.5 ul
Cebador Myco fwd (100 uM) 0.25 ul
Cebador Myco rev (100 uM) 0.25 ul
Tampo PCR (10X) 2.5 ul
Taqg DNA polimerasa 0.1ul

dNTP= deoxinucledtids trifosfat
Myco fwd: 5'-GGC GAA TGG GTG ACT AAC ACG-3’
Myco rev: 5’-CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G-3’

Tampd PCR (10X): 100mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.3 (Roche)

Es van posar 23 pl de la barreja de reaccié en eppendorfs i es van afegir 20 ul d’oli
mineral (Sigma). Seguidament es van afegir 2 ul de les mostres: medi directe, medi diluit
1/100 amb aigua esteril, aigua en el cas del control negatiu i un medi de cél-lules
contaminades amb micoplasma en el cas del control positiu. Les PCR es van realitzar en
un termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.) a les condicions que s’indiquen a la taula

4.
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Taula 4. Cicle PCR per Micoplasma

5 min a 952C

1 min a 95¢C
1 min a 55¢C 30 cicles

1.5 mina 729C

5 mina72°C

El resultat de I'amplificacié per PCR es va comprovar mitjancant un gel d’agarosa al
1% (SeaKen®LE Agarose, Cambrex USA) en tampd TAE (Tris base 40 mM, acid acetic 20
mM i EDTA 1 mM). Es van emprar 5 pl de mostra final on se li van afegir 2 ul de LB 6X
(0.25% Blau bromofenol, 0.25% Xilencianol i 30% Glicerol). Com a marcador es va
utilitzar cDNA Ladder 100 pb. L’electroforesi tenia lloc a 120 V durant 45 min en tampd
TAE. El gel obtingut es va tenyir en una solucié de bromur d’etidi durant 5-10 min i
després de rentar-lo amb aigua es visualitzava el fragment de DNA amplificat mitjancant

una font de UV i s’adquiria la imatge amb el programa Gel DOC 2000 (BioRad).

3.3. COMPTATGE CEL-LULAR

El comptatge cel-lular es va realitzar utilitzant una cambra de Neubauer de 0,1 mm
de profunditat i 0.0025 mm? d’area. A partir d’una aliquota de la suspensié cel-lular,
diluida % amb una solucié de blau tripa (Sigma) en PBS estéril 0.04% (NaCl 137 mM, KCI
2.7 mM, Na,HPO4¢2 H,0 10 mM i KH,PO4 2 mM, pH 7.4). El nombre de cél-lules viables
(les que no s’han tenyit amb el colorant) per ml de suspensid es va obtenir multiplicant
el recompte cel-lular mitja de diferents camps pel factor de dilucié amb blau tripa i el

volum de comptatge de la cambra (10°).
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3.4. PRESERVACIO CEL-LULAR

Per la conservacié i posterior Us de les linies cel-lulars i cultius primaris, es van
congelar periddicament cel-lules en fase exponencial de creixement. Entre 1.5-10°i 2-10°
de cel-lules es van conservar en criotubs (Corning®) amb 1 ml de medi de congelacié fred
(GM amb 20% SBF i 10% DMSO, a excepcid dels hibridomes que es congelaven en el 90%
SBF i el 10% DMSOQ). Es van col-locar els criotubs en un crio-contenidor amb 250 ml
d’isopropanol que rapidament es va passar a un congelador de -802C un minim de 5 h.
Posteriorment es van emmagatzemar els criotubs en N, liquid per una conservacid a

llarg termini.

3.5. TRANSFECCIO CEL-LULAR TRANSITORIA AMB siRNA

Per silenciar I'expressio de diferents gens en els mioblasts murins, es va emprar la
tecnica de silenciacio transitoria mitjancant siRNA (small interference RNA), una RNA de
doble cadena (dsRNA) d’entre 20 i 25 oligonucleotids que interacciona amb el complex
ribonuceloproteic RISC (RNA-induced silencing complex), activant la maquinaria de
degradacié del mRNA diana i inhibint-ne la traduccid. Les sequéncies de siRNA de
qualitat Stealth TM RNA (Invitrogen) que van ser utilitzades es recullen a la taula 5. Com

a siRNA control es va utilitzar ON-TARGET plus Non-targeting Pool (Thermo scientific).

Taula 5. Segiiencies de siRNA

EGFR 5’-GAA CAA CAG AGC UGA GAA A-¥
5’-UUU CUC AGC UCU GUU GUU C-3’

ENO1 5’-UCA CAG GCU GUU GAG CAC AUC AAU A-¥
5’- UAU UGA UGU GCU CAA CAG CCU GUG A-¥

ENO3 5’- AUU AAA GGC AGG CAC AGG GAG UAC G-3’
5’-CGU ACU CCC UGU CCU GCC UUU AAU-3’

Es va utilitzar el reactiu Lipofectamine RNAIMAX (Life Technologies) per la seva baixa
toxicitat i major eficiéncia en la transfeccid de cultius primaris. Segons la linia cel-lular a

transfectar es van utilitzar dos métodes de transfeccio diferents: directa o inversa.
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3.5.1. Transfecci6 directa

Es va utilitzar per la transfeccié de la linia C2C12. Les cel-lules es van cultivar en GM
fins assolir una confluéncia del 60 al 80% a les 24 h. Es va canviar el GM per medi de
transfeccid segons les instruccions indicades del fabricant (Life Technologies) i es va
utilitzar una concentracié final de 80 nM d’oligonucleotids necessaris en cada cas. A les 8
h es va substituir el medi de transfeccio per GM sense antibiotics i a les 24-48 h es van

comencar els tractaments adequats en cada cas.

3.5.2. Transfeccio inversa

Augmenta I'eficiencia de la transfeccio respecte la directa i va ser utilitzada en la
transfeccid dels mioblasts murins primaris. Es van sembrar les MPCs en medi de
transfeccid seguint les instruccions del fabricant (Life Technologies) i utilitzant una
concentracio final de 80 nM d’oligonucleotids. A les 12 h es va substituir el medi de
transfeccio per GM sense antibiotics. A les 24 h es van comengar els tractaments

adequats en cada cas.

La validacio de la infra-expressié proteica es va dur a terme mitjangant Western blot

(apartat 4.1) o bé PCR a temps real (RT-PCR) (apartat 4.3).

4. OBTENCIO | PROCESSAT DE LES MOSTRES

4.1. EXPRESSIO PROTEICA: WESTERN BLOT (WB)
4.1.1. Extraccid i quantificacio de proteines de cultius cel-lulars

Es van obtenir els extractes proteics lisant les cél-lules amb un tampé de lisi de
composicid: 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA i 1% IGEPAL, el qual es va
complementar amb inhibidors de fosfatases (NaF 50 mM, NaPPi 5 mM, NaVO;1 mM)i 1
mg/ml d’un coctel d’inhibidors de proteases (Complete mini de Roche). Es va disgregar el
pellet mitjangant un procés de sonicacié o bé mecanicament amb I'ajuda d’una xeringa
amb agulla de 25 G. Es va deixar actuar el tampo de lisis 30 min a 42C i, seguidament, es

va centrifugar a 13000 rpm durant 20 min a 42°C. El sobrenedant es va recuperar i
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conservar a -802C fins al seu Us. La quantificacié de proteina del sobrenedant recuperat
es va realitzar utilitzant el kit BCA Protein Assay Reagent A and B (Pierce, Cultek) segons
les instruccions del fabricant. La concentracié de proteines es va determinar mesurant
I’'absorbancia a 595 nm utilitzant una corba de calibracié amb diferents concentracions

conegudes d’albumina bovina.

4.1.2 Extraccid i quantificacio de proteines de teixit muscular

Es va pesar i homogeneitzar el teixit muscular amb un sistema Dounce a 42C
utilitzant el mateix tampd descrit en I'apartat anterior. Es va procedir de la mateixa

manera que en I'apartat anterior.

4.1.3. Aillament de proteines de membrana

L’aillament de les proteines de membrana es va realitzar amb el kit Pierce Cell
Surface Protein Isolation Kit (Thermo Scientific) segons les instruccions del fabricant. En
primer lloc, les cel-lules sén incubades amb el compost impermeable sulfo-NHS-5S-Biotin
1mg/ml durant 1h a 42C. En aquest procés només es marquen amb biotina les proteines
de membrana. Després de 3 rentats amb PBS amb 100 mM de glicina, les cél-lules sén
lisades amb el tampé de lisi proporcionat pel kit. Seguidament es van fraccionar els lisats
proteics mitjancant una columna d’afinitat amb boles de resina d’agarosa unides a
estreptavidina (Thermo Scientific NeutrAvidin Agarose Resin). El primer eluit correspon a
les proteines citoplasmatiques no biotinilades. Després de diversos rentats, les proteines
biotinilades unides a les boles d’agarosa sén eluides amb tampd SDS (62.5 mM TriseHCl,
pH 6.8, 1% SDS, 10% glicerol) on s’afegeix DTT (Ditiotreitol) a una concentracio final de

50 mM. L’eluit que es recupera correspon a les proteines de membrana.

4.1.4. Electroforesi i electrotransferéncia

Les proteines es van fraccionar en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7%, 10% o

12% (Taula 6), depenent del pes molecular de la proteina a estudiar. Com a gel apilador
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es va utilitzar un gel de poliacrilamida del 3%. Es van carregar entre 20 i 50 pg de
proteina previament desnaturalitzada a 952C durant 5 min en tampd Laemmli Sample
Buffer (Bio-Rad) amb el 5% de B-mercaptoetanol. En un pou separat es van carregar 6 uL
de marcador de pes molecular Bio-Rad Precision Plus ProteinTM. El procés
d’electroforesi va tenir lloc a T.A. durant 90 min a 120V constants en tampd
d’electroforesi o Running Buffer (Tris-HCl 25 mM, Glicina 192 mM, 1 % SDS w/v de Bio-
Rad). Posteriorment, es van electrotransferir les proteines fraccionades a membranes de
PVDF (Immobilon-P) en una cubeta d’electroforesi emprant un voltatge constant de 100
V durant 60 min i a 42C en tampé de transferéncia o Transfer Buffer (Tris-HCI 25 mM,

Glicina 190 mM i 20% de Metanol).

Taula 6. Composicié dels gels d’Acrilamida

Acrilamida Acrilamida Acrilamida Acrilamida
3% 7% 10% 12%

H,0 3.05 ml 6.58 ml 4,77 ml 43.25 ml
Tris 0.5M (pH 6.8) 1.25 ml - - -

Tris 1.5M (pH 8.8) - 2.5ml 2.5ml 2.5ml
SDS 10% 50 pl 100 pl 0.1 ml 100 pl
Acrilamida 30% 620 ul 1.76ml 3.3 ml 4.08 ml
TEMED 10 ul 20 ul 20 ul 20 ul
AMPS 10% 40 pl 60 pl 100 pl 40 pl

TEMED = N,N,N’,N’-Tetra-metil-etilen-diamina (Sigma)

AMPS = Persulfat Amonic (Ambresco Inc.)
Acrilamida = N’,N’-bis-metilen-acrilamida (National diagnostics)
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4.1.5. Bloqueig i immunodeteccid.

En acabar el procés de transferéncia, les membranes (Immobilon-P) es van bloquejar
durant 1 h amb una solucié de llet semidesnatada en pols al 5% (w/v) en PBS-T.
Posteriorment es van incubar amb I"anticos primari diluit en la solucié de bloqueig al 1%
de llet en pols durant 1h a T.A. o durant tota la nit a 42C, depenent de cada anticos. Els
anticossos primaris emprats i les seves caracteristiques d’us s’han recollit a la taula 7.
Després, les membranes es van rentar tres vegades amb PBS-T durant 10 min cada
rentat i es van incubar amb [I'anticos secundari corresponent conjugat a HRP
(Horseradish peroxydase) i diluit en solucié de bloqueig a I'1% de llet en pols. La llista
d’anticossos secundaris que es van utilitzar esta recollida a la taula 8. El revelat es va
realitzar amb un substrat quimioluminiscent de la peroxidasa ECL Western Blotting
Analysis System, (GE Healthcare) o bé Immobilon Western Chemiluminiscent HRP
Substrat (Millipore, EUA) en els casos que es necessitava incrementar la sensibilitat. La

deteccio de les bandes es va realitzar mitjangant auto-radiografia.

Taula 7. Anticossos primaris utilitzats

Anticos Casa Comercial Dil-lucié, (temps | Especie | Pes Molecular
(referencia) i T. incubacid) Antigen
Anti-Erk 1/2 ?;";: 4(;“'2 Technology (11/h1$,(f,) Conill 44/42 kDa
Anti-Akt Cell Signaling (#9272) (j//iglogg) Conill 60 kDa
Anti—P-Erk 1/2 Cell Signaling (#9101) (;;icjgé) Conill 44/42 kDa
‘é‘::f;‘:)kt Cell Signaling (#4060) (j;iaogg) Conill 60 kDa
Anti-EGFR Cell Signaling (#4267) (01/{]525(:) Conill 170 KDa
?:;:;EGGJR Cell Signaling (#3777) (01/{]522(:) Conill 170 kDa
oo smocwreamoer | w0 |y | oo
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Anticos Casa Comercial Dil-lucié, (temps | Especie | Pes Molecular
(referencia) i T. incubacié Antigen
] ] BD Transduction 1/5000 ,
Anti-Caveolina 3 Laboratories (o/n 4°C) Ratoli 18 kDa
R . Santa Cruz Technology 1/500 ,
Anti-Miogenina (sc-12732) (o/n 42C) Ratoli 38 kDa
Anti-MHC  (MF- . 1/40 ]
20) Hybridoma Bank (o/n 42C) Ratoli 200 kDa
Anti-Alfa-enolasa | Santa Cruz Technology 1/500 ,
(G-20) (sc-31857) (1hT.A.) Ratolf 48 kba
Cedit per A. Keller
. . ) 1/5000 .
Anti-Alfa-enolasa (CRRET, Universitat de (o/n 42C) Conill 48 kDa
Paris, Franca)
Anti-Bet Cedit per A. Keller 1/50000
nti-beta- (CRRET, Universitat de Conill 48 kDa
enolasa , (o/n 42C)
Paris, Franca)
Cedit per E. Plow
Anti-H2B (Cleveland Clinic 1/20 Ratoli 17 kDa
University, Ohio) (o/n 42C)
. . Cedit per P. Navarro 1/5000 .
Anti-Anexina A2 (IMIM, Barcelona) (o/n 42C) Conill 35-38 kDa
Anti-eMHC o Medi directe ,
(F1652) Hibridoma Bank (o/n 42C) Ratoli 200 kDa
. Santa Cruz Technology 1/1000 .
Anti-Src (sc-5266) (o/n 42C) Conill 60 kDa
. . . 1/1000 .
Anti-P-Src Cell Signaling (#2101) (o/n 42C) Conill 60 kDa
. . . 1/1000 .
Anti-FAK Cell Signaling (#3285) (o/n 42C) Conill 125 kDa
. . . 1/1000 .
Anti-P-FAK Cell Signaling (#3283) (o/n 42C) Conill 125 kDa
Anti-Alfa- SIGMA-ALDRICH 1/10000 Ratolr 50 kDa
tubulina (Clone B512) (1hT.A)
. . 1/10000 ,
Anti—Beta-actina Abcam (1hTA) Ratoli 38 kDa

T. Temperatura

o/n (overnight): tota la nit
T.A.Temperatura Ambient
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Taula 8. Anticossos secundaris utilitzats

Anticos Casa Comercial Dil-lucio, (tempsiT.

incubacio
Anti-IgG policlonal de ratoli/HRP Dako 1/2000

(1h T.A))
Anti-IgG policlonal de conill/HRP Dako 1/2000

(1h T.A.)
Anti-IgG policlonal de cabra/HRP Sigma 1/2000

(1h T.A.)

T. Temperatura

o/n (overnight): tota la nit
T.A. Temperatura Ambient

4.1.6. Esborrat de la membrana de PVDF

Per eliminar els anticossos units i poder reutilitzar les membranes de PVDF,
aquestes es van rentar amb PBS-T i es van incubar amb tampé d’esborrat (12.5 ml Tris-
HCI pH 6.8, 20 ml SDS 10%, 704 ul B-mercaptoetanol en H,O 100 ml) en una estufa
preatemperada a 562C durant 30 min en agitacié. Es van rentar amb aigua destil-lada
fins eliminar per complet el B-mercaptoetanol. Per rehibridar les membranes, es van

incubar de nou amb la solucié de bloqueig 1 h.

4.1.7. Deshidratacio i conservacio de les membranes

La conservacio de les membranes de PVDF va requerir la previa deshidratacio en
metanol durant 5 min. Seguidament es van deixar assecar a T.A. i es van preservar

congelades a-20°C.

Per rehibridar les membranes, es van descongelar i hidratar de nou 2 min en
metanol. Seguidament es van incubar 5 min amb tampd de transferencia i 1 h amb la

solucio de bloqueig.
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4.1.8 Densitometria

Les imatges radiografiques es van digitalitzar en un escaner GS-800 Calibrated
densitometer i es van analitzar i quantificar mitjancant el programa Quantity One-4.5.2.

(BioRad).

4.2. EXPRESSIO PROTEICA: IMMUNOPRECIPITACIO (IP)

Per els assajos de immunoprecipitacio es van utilitzar 500 pug de proteina en 500 pl
de tampd de lisi. Es va afegir I'anticos a immunoprecipitar a la mescla de |'extracte
proteic a la concentracié indicada i es va incubar durant tota la nit a 42C en agitacid.
Seguidament es va preparar la proteina A/G unida a agarosa segons les instruccions del
fabricant. Es van utilitzar 25 pl de boles amb proteina A/G per mostra. Després de la
incubacid, les boles van ser ressuspeses en 25 ul tampd de carrega Laemmli buffer
(BioRad) i es van desnaturalitzar 10 min a 952C. Es va separar el tampo6 de les boles
mitjangant una centrifugacié de 1 min a 3000 rpm i seguidament es van analitzar les

mostres per Western blot (apartat 4.1).

4.3. EXPRESSIO DE RNA: PCR SEMIQUANTITATIVA i PCR A TEMPS REAL (RT-PCR)
4.3.1. Extracci6 del RNA total i quantificacid

Les extraccions de RNA total es van realitzar en cultius cel-lulars i en mostres de
musculs gastrocnemius de ratoli utilitzant el Kit Ultraspec™ RNA isolation
System(Biotech Lab) i seguint les instruccions del fabricant. Un cop purificat el RNA, es va
determinat la seva concentracido mesurant I'absorbancia a A=260 nm amb un Nanodrop

ND1000 (Thermo Fisher Scientific).
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4.3.2. Sintesi de cDNA per transcripcio inversa

A partir de 1 pg RNA purificat es va sintetitzar el DNA complementari (cDNA)
utilitzant la transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen). Per cada mostra (10 ul) es va

utilitzar la mescla de reaccié que s’indica a la taula 9.

|
Taula 9. Mescla de reaccio per la sintesi de cDNA (per mostra)

Tampod PCR 5X 4 pl
dNTP (5 mM) 2 ul
DTT (0.1 M) 2 ul
Cebador aleatori 1l
Inhibidor RNAsa (Roche) 0.5 ul
M-MLV RT 1p

dNTP= deoxinucleotids trifosfat
Tampd PCR (5X): 250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCl, pH 8.3

(Invitrogen)

Cebador aleatori: Random primer (Invitogen) 50 ng/ul

4.3.3. Amplificacio del cDNA per PCR semiquantitativa.

Es va preparar la mescla de reaccié que es recull a la taula 10 en una campana de
flux lliure de RNAses. Es van afegir 3 pl de mostra i es van posar les mostres a un
termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.) seguint les condicions que s’indiquen a la

taula 11.

Els oligonucleotids emprats com a primers o cebadors es van dissenyar per una

regié determinada del gen d’estudi i es recullen a la taula 12.
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|
Taula 10. Mescla de reaccié per la sintesi de RNA (per mostra)

dNTP= deoxinucleotid trifosfat

Taq Polimerasa (Roche)

Tampd 10X 2.5 ul
dNTP (1 mM) 2.5 ul
Cebador forward 1w
Cebador reverse 1w
H,0 13.75 pl
Taq Polimerasa 0.25 ul

Taula 11. Cicle PCR

5 min a 952C

1 min a 95¢C
1 min a 55¢C
1.5 mina 729C

30 cicles

5 min a 722C
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Taula 12. Cebadors utilitzats per cada gen estudiat, tamany de

I'amplico (pb) i temperatura de fusio (°C)

EGFR 5’-CAG ATG GAT GTC AAC CCT GAA G-3' 156 pb
5-TGG AGA GTG TGT CTT TAA ATT CAC C-3 (559C)
HB-EGF 5’-CCA CCT CACTCCCTT TGT GT-3’ 141 pb
5’-AAA GCT CCCTGC TCT TCC TC-3’ (582C)
TNF a 5’-CTG AAG GGA AGG ACT GCT TG-3’ 272 pb
5’-GTC CAC TGG CCT CTT CTC TG-3’ (582C)
EGF 5’-CCC AGG CAA CGT ATC AAA GT-3’ 203 pb
5’- GGT CAT ACC CAG GAA AGC AA-3 (559C)
GAPDH 5’-ACT CCCACT CTTCCACCTTC-3¥ 185 pb
5-TCT TGCTCA GTG TCCTTG C-3’ (542C)

4.3.4. Amplificacié del cDNA per PCR a temps real (RT-PCR).

La PCR quantitativa es va realitzar en plaques de 384 pous utilitzant la tecnologia
SyberGreen. La mostra de cDNA obtinguda es va diluir 1/10 i es va barrejar amb la
mescla de reaccié per Real Time PCR (taula 13) per obtenir un volum final de 10 pl. Es va

utilitzar un aparell Light Cycler 480 de Roche seguint les condicions de la taula 14.

|
Taula 13. Mescla de reaccié per Real Time PCR (per mostra)

H,0 irradiada 3ul
Syber Green Master mix 5X (Roche) 5ul
Mescla de cebadors 5puM* 1ul

* Mescla de Cebadors = cebador forward + cebador reverse 5 uM

Tampd PCR (10X): 100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, pH 8.3 (Roche)
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Taula 14. Programa Real Time PCR

10 min a 95°C

4 seg a 952C
30 seg a 62°C 45 cicles
30 sega72°C

10 seg a 95°C
1 min a 652C

Taula 15. Primers utilitzats per cada gen estudiat i tamany de 'amplicé

ENO 1: 5’- AAC CCT GAA GTC ATC CTG CCT GTC-3' 350 pb
5- TTG CCA GAC CTG TAG AAC TCG GAG-3 (62°C)
ENO 3: 5’-TCC AGA ACT ATC CCG TGG TC-3' 165 pb
5- CAATTG CAG GCCTTCTTCTC-3 (542C)
L32 5-AAC CCA GAG GAATTG ACAAC-¥ 235pb
5-ATT GTG GAC CAG GAA CTT GC-3’ (592C)
MIOG 5’- GGT GTG TAA GAG GAA GTC TGT G-3' 184 pb
5’-TAG GCG CTC AAT GTA CTG GAT-3’ (562°C)
eMHC 5’- AAC AGA AAC GCA ATG CTG AGG-3’ 205 pb
5’- CAG CTC TCT GAT CCG TGT CTC-3’ (592C)
EGFR 5’-CAG ATG GAT GTC AAC CCT GAA G-3’ 156 pb
5-TGG AGA GTG TGT CTT TAA ATT CAC C-3’ (559C)

Per analitzar els resultats obtinguts es va usar el metode comparatiu CT(AACT) per
fer la quantificacio relativa de I'expressid genica en funcié d’'un gen housekeeping, en el
nostre cas L32 (subunitat ribosomal). Es van realitzar dues repliques en dos experiments

independents (Higuchi et al., 1993). Els primers utilitzats es recullen a la taula 15.
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4.4. ASSAIG D’UNIO DEL PLASIMOGEN /PLASMINA A LA SUPERFICIE CEL-LULAR

Per mesurar la unié del plasminogen /plasmina a la superficie de mioblasts murins

es van utilitzar tres aproximacions que es resumeixen en els seglients tres apartats:

4.4.1. Deteccié de la unié de PIg-FITC a la superficie cel-lular per microscopia

confocal

Es van sembrar 8-10° cél-lules C2C12 en plaques de 24 pous que contenien un
cubre-objectes, préviament esterilitzat amb llum UV, per obtenir una confluéncia del 70-
80% a les 24 h. Seguidament es van fixar les cél-lules durant 15 min en PFA 4% i es van
bloguejar 30 min amb PBS amb el 5% FBS. Seguidament es van incubar en preséncia de
Plg-FITC 1 uM (plasminogen marcat amb Fluorescein Isothiocyanate) amb o sense EACA
100 mM durant 30 min a 42C i en condicions de foscor. Finalment es van rentar dos cops
amb PBS i es va utilitzar Vectashield amb DAPI (Vector laboratories) com a medi de
muntatge. Les imatges es van obtenir amb un microscopi confocal invertit Leica TCS SP5

DMI16000.

4.4.2. Deteccio de la unié de PIg-FITC a la superficie cel-lular per citometria de flux

Es van sembrar 1.2-10° cél-lules C2C12 o bé 5-10° MPCs en plaques p100. A les 24 h,
o en assolir una confluéncia del 80%, es van rentar amb PBS i es van desadherir utilitzant
una solucié de dissociacid no enzimatica (Sigma) a 372C. Es van centrifugar a 1200 rpm
durant 5 min i el pellet obtingut de cada placa es va dividir en un maxim de 5 mostres.
Cada mostra es va disoldre en 100 ul de PBS-BSA 1 % en una placa de 96 pous amb el
fons en V. Es va afegir PIg-FTIC 1 uM en preséncia o absencia dels inhibidors de la unio
del Plg a la membrana cel-lular i es van incubar les mostres en una cambra fosca a 42C
durant 30 min. Després de 2 rentats amb PBS-BSA 1% i un rentat amb PBS, els pellets
obtingut es van resuspendre en un volum final de 350 ul de PBS. Tot seguit es va

analitzar per citometria de flux emprant un Citometre de flux Gallios Beckman Coulter.
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4.4.3. Deteccid de I'activitat pericel-lular de la plasmina

Es un métode indirecte per mesurar la unié del plasminogen (Plg) i de la plamina
(Pli) a la superficie cel-lular dels mioblasts murins mitjangant la deteccié de I'activitat de
la plasmina unida a la superficie cel-lular. Es van sembrar 8-10° cel-lules C2C12 o 2-10*
MPCs en plagues de 96 pous en GM. A les 24 h es van rentar amb PBS i es van incubar
amb SFM (Serum Free Medium: DMEM + L-Glutamina + 1% P/S) que contenia 5 uM PIg,
1 uM Pli o 1 puM Pli inactiva, amb i sense els diferents inhibidors, durant 1 h.
Seguidament es van rentar dues vegades les cel-lules amb PBS i es va afegir el tampd de
reaccié (50 mM Tris/HCl pH 7.4 i NaCl 50 mM) en presencia de 0.5 mM de substrat
cromogenic (D-VLP-pNA, Loxo) i 3 nM de uPA. uPA només s’afegia en el tampé d’activitat
de la Pli quan es volia detectar la unié del Plg perd no quan s’incubaven les cél-lules
directament amb Pli o be quan es volia determinar la capacitat d’activacié del Plg unit a

Pli amb I'uPA endogen de les propies cél-lules.

La reaccid que té lloc en preséncia de plasmina i de substrat cromogenic genera p-

nitroanilina, un compost de color groguenc que absorbeix a A= 405 nm.

H-D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilide + H,O = H-D-Val-Leu-Lys —OH + p-nitroanilina

Per determinar l'activitat de la Pli, es va mesurar la velocitat de formacio de p-
nitroanilina, que és proporcional a la quantitat de Pli activa unida a la superficie cel-lular.
Les mesures es van realitzar cada 5 min durant 2 h o cada 30 min durant 12 h, segons
cada cas en un Espectrofotometre Power Wave XS amb el programa KC junior (Biotek).

Els resultats es donen en mD.O./min.

4.5. ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

L’especificitat dels anticossos monoclonals MAb872 i MAb875 contra alfa-enolasa es
va determinar mitjangant un ELISA. Es va recobrir una placa de 96 pous amb una solucio
10 pg/ml de alfa-enolasa (ENO1) o beta-enolasa (ENO3) dissolta en Tris-HCI 1 M a pH 8
durant 1 h a T.A. Es va bloquejar 1 h amb BSA 5% en PBS-T (PBS amb 0.01% Tween-20) i

es van afegir els medis a testar fent un banc de dilucions amb una solucié 1% BSA en
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PBS-T. Es van incubar les mostres tota la nit a 42C. Seguidament es va rentar amb PBS-T
dues vegades i es va incubar durant 2h a T.A. amb I'anticos secundari anti-ratoli marcat
amb peroxidasa (Dako) diluit 1/2000 en BSA 1% en PBS-T. Seguidament es va rentar dos
cops amb PBS-T i es van afegir 150 pl de la solucié de revelat (10 mg d’OPD
(Ortofenildiamina) en 20 ml de tampd Na,HPO,4 0.1 M citrat 0,05 M a pH5 amb 30 ul de
peroxid d’hidrogen 70%). Es va incubar protegit de la llum durant 10-15 min. Quan es va
observar I'aparicio de color es van afegir 50 ul de solucié H,SO4 3 M per aturar la reaccié
i es va llegir 'absorbancia a A=492nm en un lector de plaques Power Wave XS amb el

programa KC junior (Biotek).

4.6. ASSAIG DE MIGRACIO

Es van utilitzar cambres de Boyden (Transwell®) amb un diametre de porus de 8 um
(Fig. 18). La membrana inferior de la cambra de Boyden es va recobrir previament amb
una solucio de Pli, Plg o Pli-Inactiva 200 nM en BSA 0.05% durant 30 min a 372C. Després
de rentar la membrana amb PBS, es van muntar les cambres de Boyden en una placa de
24 pous. Es van afegir 2:10* cél-lules C2C12 o bé 5-10* MPCs en 100 ul de medi Optimem
a la cambra superior. A la cambra inferior es va afegir un volum de 700 ul de medi
Optimem amb 20 ng/ml de bFGF, com a quimioatraient. Els diferents inhibidors es van
afegir tant a la cambra inferior com a la cambra superior i es van deixar migrar les
cel-lules durant 12-24 h. Transcorregut aquest temps, es van eliminar les cel-lules que
restaven a la part superior de la membrana amb un cotonet i es van fixar les membranes
amb 70% d’etanol durant 10 min. A continuacié es van tenyir les membranes durant 30
min amb una solucié de cristall violeta (2% de cristall violeta en PBS amb un 20% de
metanol) acabada de filtrar, i seguidament es van rentar amb PBS fins eliminar I'excés de
tincié. Es van tallar i muntar les membranes en un portaobjectes utilitzant aigua
destil-lada com a medi de muntatge i es van cobrir i segellar amb un cubre-objectes i

laca d’ungles.

Es van quantificar almenys 5 camps visuals per cada membrana a 20 augments en
un microscopi NIKONS8OI i els resultats s’expressen com a percentatge de cel-lules

migrades respecte a un control.
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Figura 18. Representacidé grafica d’'una cambra de Boyden. Imatge modificada de (Kinnman and

Housset, 2002)

4.7. ASSAIG DE PROLIFERACIO

La proliferacié cel-lular es va mesurar mitjancant la tecnica d’incorporacido de
bromodesoxiuridina (BrdU). Es van sembrar 1.5-10° MPCs per pou en una placa de 6
pous en GM. A les 24 h, es van incubar les cél-lules en presencia de Plg o dels inhibidors
corresponents en GM a 372C durant 24 h més i seguidament es va afegir BrdU 1.5 pg/ul
en el mateix medi durant 1 h a 372C. Acabada la incubacié amb BrdU es van fixar les
cel-lules amb paraformaldehid al 4% durant 10 min a T.A. i es van incubar amb HCI 1IN a
45 °C durant 45 min. Després d’un rentat amb tampd borat (Tetraborat sodic 10 mM en
acid boric 20 mM a pH 8.5), es va bloquejar durant 1 h amb solucié de bloqueig (BSA
0.5%, goat sérum 5% i Tritd X-100 0,25% en PBS ) a continuacié es van incubar amb
I’anticos primari anti-BrdU (Oxford Biotechnology) diluit 1/500 durant 1 h més. Després
de rentar 3 cops amb PBS, es van incubar les cel-lules amb un anticos secundari conjugat
a biotina (biotin-donkey anti-rat, Chemicon) diluit 1/250 en PBS-T durant 1 h i, finalment,
es van tractat amb una solucié de VECTASTAIN Elite ABC Reagent durant 30 min,
preparada segons les instruccions del fabricant, i es van revelar amb un kit de
diaminobenzidina (DAB). Es van observar les cel-lules al microscopi NIKON 80! i es van
guantificar almenys 5 camps per mostra a 20 augments. El resultat es dona en nombre

de cél-lules positives respecte el nombre total de cel-lules.
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4.8. ASSAIG DE FUSIO PER IMMUNOCITOQUIMICA

Per quantificar lI'index de fusid dels mioblasts es va realitzat una tinciéd per
immunocitoquimica emprant anticossos especifics contra la cadena pesada de la
miosina embrionaria (eMHC), que permet la deteccid visual dels miotubs formats i el
nombre de nuclis que contenen. Es van sembrar 2.5-10° MPCs per placa de 6 cm de
diametre, préviament tractada amb col-lagen |, en GM. Transcorregudes 24 h, es va
canviar el GM per DM amb preséncia o no dels inhibidors corresponents. A diferents
temps de diferenciacié (18 h, 24 h, 48 h) es van fixar les cél-lules amb formaldehid 3.7%
durant 10 min, es van rentar amb PBS i es van bloquejar 1 h amb HS 5% en PBS . A
continuacio, es van incubar durant tota la nit amb I'anticos primari anti-eMHC (medi de
cultiu directe de I’hibridoma F1652). Al dia seglient es van fer tres rentats amb PBS i es
van incubar les mostres durant 1 h amb anticos secundari biotinilat (biotin-goat anti-
mouse, Jackson Immunoresearch Laboratories) diluit 1/250 en PBS-T. A continuacio, per
incrementar la senyal de I'anticos biotinilat, es va utilitzar el kit VECTASTAIN Elite ABC
Reagent durant 30 min, preparat segons les instruccions del fabricant. Finalment es van
revelar amb un kit de diaminobenzidina (DAB), seguint també les instruccions del
fabricant. Es van quantificar un minim de 5 camps per mostra emprant un microscopi
NIKON 80I. Els experiments es van realitzar un minim de tres vegades per duplicat i el
resultats obtinguts es donen en index de fusid, que correspon al nombre de nuclis que
formen part de fibres plurinucleades respecte el nimero de nuclis totals, entenent com

a fibra plurinucleada una fibra de 2 o mes nuclis.

4.9. ASSAIG D’ADHERENCIA CEL-LULAR

L'adherencia cel-lular es va mesurar espectrofotometricament mitjancant un procés
de tincié amb cristall violeta. Es van sembrar 5-10° MPCs en plaques de 24 pous i a les 24
h es va substituir el GM per SFM (Serum Free medium) en preséncia de Plg o Pli i els
inhibidors. Es van recollir les plaques a les 6 h i es van rentar amb PBS. Es va afegir 500 pl
de cristall violeta al 2% en metanol 20% durant 30 min en agitacio suau. Es van rentar
amb PBS fins eliminar el cristall violeta sobrant i es van deixar assecar durant 1 dia.
Seguidament es van afegir 200 pl de SDS 10% i es va posar en agitacié durant 30 min. Un
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cop el cristall violeta estava ben dissolt es va agafar una aliquota de 100 pl de cada pou i
es va llegir 'absorbancia a 595 nm en una placa de 96 pous. Es va utilitzar un lector de

plagues Power Wave XS amb el programa KC junior (Biotek).

4.10. ASSAIG DE VIABILITAT CEL-LULAR AMB IODUR DE PROPIDI

La membrana plasmatica de cel-lules vives és impermeable al lodur de Propidi (IP),
una molécula que emet fluorescéncia vermella i actua d’agent intercalant en el DNA. Per
tant, només les cel-lules mortes tenyeixen el nucli amb IP. El marcatge de IP es va

analitzar mitjancant microscopia optica o mitjancant citometria de flux.

4.10.1. Analisi per microscopia

Es van sembrar 2.5:10° MPCs o 1-10° cél-lules C2C12 per pou en plaques de 6 pous.
Després de 24 h en GM es va canviar el medi per DM en preséncia o abséncia de AG1478
i es va determinar la mort cel-lular a diferents temps. Passat el temps corresponent
s’afegia 1 pl de IP 1 mg/ml (Sigma) en cada pou i es deixava 10 min a T.A. Seguidament
es quantificava el nombre de nuclis positius per IP en un microscopi invertit IX70
(Olympus). Els resultats es donen en percentatge de viabilitat entesa com la relacié entre
el nombre de nuclis negatius per IP i el nombre de nuclis totals respecte una mostra

control.

4.10.2. Analisi per citometria de flux

Es van sembrar 2.5-10° MPCs o 1-10° cél-lules C2C12 per pou en plaques de 6 pous
en GM. A les 24 h es va substituir el GM per SFM en preséencia de Pli o Plg amb o sense
inhibidors de la senyalitzacid. A les 24 h, 48 h 0 72 h es van recollir el medi i les cel-lules
tripsinitzades conjuntament i es van centrifugar a 450 g durant 7 min. Es va retirar el
sobrenedant i es van afegir 300 pl de solucié de PBS amb 1% SBF i amb 50 ul de IP 0.5

mg/ml. Rapidament es van analitzar les cél-lules utilitzant el citometre de flux
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FACSCanto. Els resultats es donen en percentatge de viabilitat obtinguda a partir de la

relacié del numero de cél-lules negatives per iodur de propidi respecte les totals.

4.11. ASSAIG DE MORT CEL-LULAR O APOPTOSI

L'apoptosi es pot quantificar mesurant el pic subdiploide o pic sub-Go;1, que
correspon a les cel-lules que presenten el DNA fragmentat, tret caracteristic d’aquest
tipus de mort cel-lular (Darzynkiewicz et al., 2010). Per determinar el pic sub-Gg,; es van
sembrar 2.5-10° MPCs 0 1:10° cél-lules C2C12 per pou en plaques de 6 pous en GM. A
les 24 h es va substituir el GM per SFM en presencia de Pli o Plg amb o sense inhibidors
de la senyalitzacio. A les 24 h, 48 h o 72 h es van recollir el medi i les cel-lules
tripsinitzades conjuntament i es van centrifugar a 450 g durant 7 min. Es van fer 2
rentats amb PBS i, després de centrifugar novament a 450 g durant 7 min, es van
resuspendre 0,5 ml de PBS amb 1% FBS en i es van fixar amb 2 ml de etanol 70% fred (-
209C) gota a gota i agitant amb el vortex suaument per evitar els agregats. Les mostres
es van conservar a -202C durant un minim de 24 h i un maxim de 5 dies. Seguidament es
van centrifugar a 450 g durant 7 min per eliminar I'etanol i es van rentar amb PBS amb
1% FBS. Després de centrifugar novament a 450 g durant 7 min es van resuspendre en
400 pl de PBS amb 1% FBS i es van incubar amb 50 pl de IP en PBS (0.5 mg/ml, Sigma) y 5
ul RNasa A (10 mg/ml) a 372C durant 30 min. Es van analitzar mitjancant citometria de

flux i analitzar amb el software FowlJo. El resultat s’expressa en % de pic sub-Gg/;.

5. EXPERIMENTACIO IN VIVO | ANALISI DE TEIXITS

5.1. MODELS ANIMALS i CONDICIONS D’ESTABULACIO

El treball in vivo realitzat al llarg d’aquesta tesi s’ha dut a terme amb ratolins
salvatges C57BL/6 (wt) i ratolins distrofics C57BL/10ScSn-Dmd™ /) (mdx) en condicions
lliures de patogens (SFP). Els animals es van mantenir estabulats en gabies previament
esterilitzades i en unes condicions perfectament establertes: 22+22C de temperatura,
50-60% d’humitat, cicles de llum/foscor de 12/12 h i aliment i beguda ad libitum. La

neteja de les gabies i la revisid veterinaria es realitzava setmanalment complint la
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normativa establerta per la AAALAC (Association for Assessment and Acreditation of
Laboratory Animal Care International). Els procediments utilitzats es van revisar i
aprovar pel comité étic de la institucié (IDIBELL) i per la comissié d’experimentacié del
departament d’agricultura, ramaderia, pesca, alimentacié i medi ambient de la

Generalitat de Catalunya (numero de procediment DAAM: 4520)

5.2. MODELS MURINS DE REGENERACIO MUSCULAR
5.2.1. Model de regeneracié muscular induida: lesio per cardiotoxina

Es van utilitzar grups de ratolins salvatges (wt) d’entre 2 i 3 mesos d’edat de la

mateixa edat i sexe per cada un dels experiments.

Els animals van ser anestesiats mitjangant una injeccié intraperitoneal de ketamina
(50 mg/kg de ratoli)/xilacina (10 mg/kg de ratoli) en un volum de 10 ml/kg de ratoli.
Seguidament es va desinfectar i depilar la part posterior de les potes posteriors dels
ratolins i es van injectar 100 pl de cardiotoxina (Latoxan) en el muscul gastrocnemius
(Kherif et al., 1999). A continuacio es van injectar subcutaniament 5 ml/kg de I'analgésic
Meloxicam (5 mg/kg) i, finalment se’ls va administrar una dosi intraperitoneal de 5 ml/kg
de Atipamezol (1 mg/kg) per revertir I'efecte de I'anestesic. Els inhibidors corresponents
es van injectar cada dos dies intraperitonealment i els animals es van sacrificar als 2, 4 i
10 dies de la injeccio de cardiotoxina mitjangant una sobredosi de CO, o per dislocacid
cervical. Es van recollir i congelar els musculs gastrocnemius i tibialis anterior pel seu

posterior estudi histologic i molecular.

5.2.2. Model de distrofia muscular de Duchenne (mdx)

Els ratolins mdx corresponen al model muri de distrofia muscular de Duchenne.
Presenten una mutacié puntual en el gen de la distrofina que genera un RNA que no es
tradueix. La manca de distrofina condueix a una degeneracié progressiva del muscul

esquelétic a partir de les 3 setmanes de vida del ratoli (Bulfield et al., 1984). El ratoli mdx
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es el model de DMD més utilitzat i es considera un bon model de regeneracié muscular

(Grounds and McGeachie, 1992).

L'’AG1478 es va administrar cada dos dies per injeccié intraperitoneal a partir de les
tres setmanes de vida. Es va injectar un volum corresponent al 1% del pes del ratoli (10
ul/g de ratoli) dissolt en DMSO. Els animals tractats es van sacrificar a 30 dies i 90 dies de
Iinici del tractament. Dos dies abans del sacrifici es va extreure sang a través de la vena
caudal per determinar I'activitat creatina kinasa i 24 h abans del sacrifici es va injectar

intraperitonealment el colorant vital Blau d’ Evans.

Un cop sacrificat I'animal, es van extreure per separat els musculs Gastrocnemius,

Tibialis Anterior (TA), Soleus i Extensor Digitalis Longus (EDL).

5.3. EXTRACCIO | PROCESSAMENT DELS TEIXITS

Els musculs destinats a I'estudi histologic es van congelar recoberts amb OCT en
isopenta refredat amb nitrogen liquid | els musculs destinats exclusivament a I'estudi de

I’expressié proteica i de RNA es van congelar directament amb nitrogen liquid.

5.4. ANALISI HISTOLOGICA

Els musculs es van tallar en seccions transversals de 10 um mitjancant un criostat
Shandon. Els talls es van recollir en portaobjectes previament tractats amb una solucid
de poli-L-lisina al 50% i es van conservar a -802C fins al seu Us. Abans d’utilitzar el talls un
cop descongelats, es van fixar amb acetona freda (-202C) durant 10 min i es van rentar

dues vegades amb aigua destil-lada durant 5 min.

5.4.1. Tincié hematoxilina/eosina

Els portaobjectes es van submergir en hematoxiliona de Harris (Sigma) diluida 1:3

amb aigua destil-lada i previament filtrada durant 7 min. Seguidament es van rentar amb
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aigua corrent durant 5 min i es van submergir 2 o 3 vegades en alcohol acid (etanol 80%
amb 0.1% (v/v) d’"HCI 37%). Es van rentar de nou les mostres amb aigua corrent durant 5
min i es van submergir 2 o 3 vegades en aigua amoniacal (0.4% (v/v) amoniac en aigua).
Es van rentar de nou les mostres amb aigua corrent durant 5 min i es van submergir
rapidament en alcohol al 70%. Seguidament es van submergir en Eosina de Meter
(Sigma) durant 2 min i rapidament en alcohol 70% seguit d’etanol 96% dues vegades.
Seguidament es van deshidratar les mostres amb una bateria d’alcohols i xilols (etanol
100% 3 vegades i xilol 100% 3 vegades ) durant 5 min. Finalment es va procedir al

muntatge de les preparacions amb DPX i un cobreobjectes segellat amb laca d’ungles.

Es van realitzar fotografies de les diferents mostres a un microscopi NIKON 80I
acoblat a una camera fotografica (Nikon DS-Ki1). Es van prendre imatges representatives
de cada mostra a 10, 20 i 40 augments. Les mostres es van analitzar mitjangant el
software ImageJ 1.41J (NHI, USA) emprant un minim de 5 camps per mostra i 4 animals

per tractament.

5.4.2. Injeccid de blau d’Evans

El blau d’Evans és un colorant vital que s’uneix a la proteina albumina de la sang i
emet fluorescencia vermella. Per tant, pot ser usat com a marcador de fibres musculars
danyades (Brussee et al., 1997; Hamer et al., 2002). 24 h abans del sacrifici del ratoli es
va injectar via intraperitoneal un volum corresponent al 1% del pes del ratoli d’una
solucié de 10 mg/ml de blau d’Evans (Sigma-Aldrich) en PBS (Hamer et al., 2002). Les
mostres provinents de ratolins tractats amb blau d’Evans, van ser tallades al criostat i
fixades amb acetona freda (-209C) durant 10 min. Les mostres es van muntar en medi
DPX i es van visualitzar al microscopi NIKON 80I. Les mostres es van analitzar mitjangant
el software ImageJ 1.41J (NHI, USA) utilitzant un minim de 5 fotos per mostra i 4 animals

per tractament.

123



MATERIALS | METODES

5.4.3. Immunohistoquimica

Es van submergir els talls préviament fixats en acetona en una solucié de peroxid
d’hidrogen al 3% en PBS durant 15 min. Aquest procediment es va repetir dues vegades.
Es van fer dos rentats amb PBS i es van incubar les mostres amb tampd de bloqueig (BSA
2% en PBS). Seguidament, es van incubar les mostres, previament delimitades amb
DAKO PEN amb I'anticos primari durant 1 h a T.A. Després de dos rentats amb PBS es
van incubar les mostres amb I’anticos secundari IgG de ratoli biotinilat del kit de DAKO
per immunohistoquimica durant 30 min a T.A. A continuacio es van fer 2 rentats de 5
min amb PBS i es va utilitzar el kit VECTASTAIN Elite ABC Reagent durant 30 min,
preparat seguint les instruccions del fabricant. Finalment es van revelar les mostres amb
un kit de DAB (DAKO, USA) i es van deshidratar passant per una bateria d’alcohols i xilols
(etanol-70%, etanol-96%, etanol-100% i xilol) per poder ser muntades en DPX. Les
mostres es van observar al microscopi Nikon 80! i es van analitzar mitjancant el software
ImageJ 1.41J (NHI, USA) utilitzant un minim de 5 fotos per mostra i 3 animals per

tractament.

5.5. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT CREATINA KINASA EN SERUM

La creatina kinasa (CK) és un enzim muscular i una elevada presencia de CK en el
serum sanguini és indicatiu d’una lesié muscular. Es va mesurar I'activitat d’aquest
enzim en el serum extret de les mostres de sang dels ratolins préviament reposades
durant 30 min a T.A. i centrifugades 5 min a 5.000 rpm a 4 °C per recuperar el serum
sanguini. Es va utilitzar el kit Trace/DMA CK-NAC (Thermo Scientific) segons les
instruccions del fabricant i es va llegir la densitat optica (D.0.) a A= 340 nm en un lector

de plaques Power Wave XS (Biotek). Els resultats es donen en mD.O./min.

6. ANALISI ESTADISTICA

Tots els experiments es van repetir per duplicat o triplicat amb un minim de dues

repliques per analisi. Es donen els valors * la desviacio estandard. Les dades obtingudes
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es van analitzar estadisticament mitjancant el test t de Student o el test ANOVA de dues
cues on el valor de la t permet determinar la probabilitat (P) de que les diferéencies
trobades entre mitjanes sigui a I’atzar. S’ha considerat significatiu un valor de P menor a

0.05.
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CAPITOL 1: PARTICIPACIO D’ALFA-ENOLASA EN LA MIOGENESI | LA REGENERACIO

MUSCULAR

El paper d’alfa-enolasa com a receptor del plasminogen en la miogénesi i la
regeneracié muscular ha estat objecte d’estudi del nostre grup durant els Ultims anys. En
aquest primer capitol es presenten els resultats complementaris al estudis previs
realitzats per la Dra. Lopez-Alemany i la Dra. Diaz-Ramos en els quals es va determinar el
paper d’alfa-enolasa com a receptor del plasminogen en mioblasts murins i la seva
participacié en la miogenesi i regeneracid muscular. Els resultats obtinguts s’han

publicat recentment a la revista Plos One (Diaz-Ramos et al., 2012b).

1.1 UNIO DEL PLASMINOGEN | LA PLASMINA A LA SUPERFICIE DELS MIOBLASTS
MURINS

Cada cop sén més les cel-lules conegudes capaces d’unir plasminogen a la
membrana plasmatica i, estudis previs del nostre grup han descrit que la generacié de la
plasmina és necessaria per la miogenesi in vitro i per la regeneracié muscular in vivo
(Lluis et al., 2001; Suelves et al., 2002; Suelves et al., 2005). Aixi doncs, és interessant
determinar si hi ha una unié directa del plasminogen a la membrana dels mioblasts

C2C12 i MPCs.

Estudis inicials realitzats amb plasminogen biotinilat indicaven que el plasminogen
s’uneix a la superficie de cultius primaris de MPCs (Muscle Precursor Cells) a través dels
seus LBS (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008). Aquests resultats han estat
confirmats en aquesta tesi doctoral mitjancant citometria de flux (Fig. 19). En incubar els
mioblasts amb FITC-Plg es va observar que el plasminogen s’uneix, tant a la superficie de
les C2C12 (Fig. 19A) com de les MPCs (Fig. 19B) i que aquesta unié queda inhibida en
presencia de EACA, un analeg de lisina que bloqueja els LBS del plasminogen. Aixi doncs,
tal com ja s’ha descrit previament en altres tipus cel-lulars, el plasminogen s’uneix a

residus de lisina de la superficie dels mioblasts murins a través dels seus LBS.
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Figura 19: El plasminogen s’uneix a la superficie cel-lular dels mioblast murins C2C12 i MPCs a
través dels LBS. Analisi per FACS de la unié de Plg-FITC (1 uM) en mioblasts C2C12 (A) i en MPCs (B) en
preséncia i absencia de EACA (100 mM). Z indica I'area positiva per Plg-FITC. Figures representatives de

tres experiments independents.

La plasmina conserva els mateixos LBS del plasminogen i comparteix els mateixos
receptors de membrana (Plow et al., 2012). Per comprovar que la plasmina també
s'uneix a la membrana dels mioblasts murins a través dels LBS es va realitzar un assaig
cromogenic que permet mesurar I'activitat de plasmina present a la superficie cel-lular.
Les C2C12 i les MPCs es van pretractar amb carboxipeptidasa B (CpB) per eliminar
enzimaticament les lisines C-terminals i, seguidament, es van incubar amb plasmina (Pli)
en medi sense serum durant 1h a 379C. Per altra banda, també es van incubar els dos
tipus cel-lulars amb plasmina durant 1h a 372C en preséncia o absencia de EACA.
Després de rentar les cél-lules diverses vegades i eliminar I'excés de plasmina del medi,
es va mesurar l'activitat de la plasmina associada a la membrana de les cél-lules
mitjancant I'Us del substrat cromogénic D-VLP-pNA (Loxo) i la corresponent lectura a 405
nm. Les figures 20A i 20B, mostren un augment significatiu de 'activitat pericel-lular de
la plasmina en les C2C12 i MPCs incubades amb plasmina respecte les cél-lules control.
L’activitat pericel-lular de la plasmina es redueix un 95 + 2% a les C2C12 iun 93 + 1% en

MPCs en preséncia de EACA i es redueix en un 83 + 3% iun 94 + 3% en les C2C12 i les
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MPCs pretractades amb CpB, respectivament (Fig. 20A i 20B). Aquests resultats indiquen
gue la plasmina, igual que el plasminogen, s’uneix a la superficie dels mioblasts C2C12 i

MPCs a través dels lysine binding sites (LBS).
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Figura 20: La plasmina s’uneix a la superficie cel-lular dels mioblasts murins C2C12 i MPCs a través
dels LBS. Els mioblasts murins C2C12 (A) i les MPCs (B) van ser pretractades o no amb carboxipeptidasa B
(CpB, 100 U/ml) durant 15 min a 372C. Seguidament, es van incubar amb plasmina (Pli, 1 pM) en preséncia
o abséncia de EACA durant 1h a 372C. Després de dos rentats, la plasmina unida a la superficie cel-lular va
ser detecta mitjancant un assaig d’activitat enzimatica amb el substrat D-VLP-pNA (0.5 mM) mesurat a 405
nm. L’activitat es mesura en mD.O./min i es mostra una figura representativa de tres experiments
independents amb triplicats. L'analisi estadistica es va realitzar segons el test t de Student on ** P<0.001,

***p<0.0001

1.2. MAb11G1 COM A INHIBIDOR DE LA UNIO ALFA-ENOLASA/PLASMINOGEN

En I'estudi de la participacio de I'alfa-enolasa com a receptor del plasmi(ogen) en el
procés de miogénesi, una de les principals eines utilitzades ha estat I’'anticos monoclonal
MAb11G1, un anticos elaborat anteriorment en el nostre grup que reconeix alfa-enolasa
i en bloqueja la seva unié al plasminogen en monocits i cel-lules canceroses (Lopez-
Alemany et al., 2003a) i I'activacio pericel-lular a plasmina (Lopez-Alemany et al., 2005).
Inicialment, es va demostrar que MAb11G1 també inhibeix la unié del plasminogen en
mioblasts murins, tal com mostra la immunofluorescencia de les C2C12 incubades amb
Plg-FITC en preséncia i abséncia de MAb11G1 o EACA (Fig. 21). Aquests resultats,

equivalents a resulats previs del grup emprant Plg biotinilat (Tesi Doctoral Angels Diaz-
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Ramos, UB, 2008), indiquen que MAb11G1 és una bona eina per I'estudi del paper
d’alfa-enolasa en la diferenciacié miogenica i la regeneracié muscular i suggereixen

I'alfa-enolasa com a principal receptor del plasminogen en mioblast murins.

Plg-FITC Plg FITC + MAbZ1G1 Plg-FITC + EACA

Figura 21: L’anticos monoclonal MAb11G1 bloqueja la unié del plasminogen a la superficie cel-lular
dels mioblasts murins. Immunofluorescencia de la unié de plasminogen (Plg-FITC, 1 uM) a la superficie

dels mioblasts murins C2C12 en preséncia i abséncia de MAb11G1 (66 mg/ml) o de EACA (100 mM).

Experiments previs del grup emprant MAb11G1 in vitro mostraven la inhibicié dels
processos de diferenciacié i fusié dels mioblasts C2C12 i dels cultius primaris de MPCs
en presencia de MAb11G1 i EACA, obtenint inhibicions molt similars amb els dos
inhibidors. Aquests resultats indicaven la participacid6 del plaminogen/plasmina
pericel-lular en el procés de miogenesi i suggerien l'alfa-enolasa de membrana com a
principal receptor del plasminogen involucrat ((Lopez-Alemany et al., 2005) i (Tesi

Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008)).

1.3. DISSENY D’UN NOU ANTICOS CONTRA LA UNIO ALFA-ENOLASA/PLASMINOGEN:
MADb872.

Tot i haver observat 'expressiod i la possible participacid d’alfa-enolasa en el muscul
esquelétic, la isoforma predominant i especifica d’aquest teixit és la beta-enolasa, de
funcié principalment metabolica. S’ha descrit que I'expressidé de beta-enolasa es veu
incrementada durant la diferenciacié miogenica i es considera un marcador de
diferenciacié miogenica (Fougerousse et al., 2002; Peltzer et al., 2010; Peltzer et al.,
2008). Per altra banda, la deficiencia d’aquesta isoforma en el muscul esquelétic

s’associa a una miopatia metabolica en humans (Comi et al., 2001b).
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La beta-enolasa, que també presenta lisines en la posicié C-terminal, és capac d’unir
plasminogen in vitro de manera similar a I'alfa-enolasa (Merkulova et al., 1997; Redlitz et
al., 1995). Tot i aixi, fins ara no s’ha observat la seva presencia a la membrana cel-lular ni

s’ha estudiat el seu paper com a receptor del plasminogen en el muscul esqueletic.

En coneixement d’aquets resultats in vitro, es va analitzar I'especificitat de I'anticos
MAb11G1 i es va detectar que, tot i haver estat dissenyat contra la proteina alfa-
enolasa, MAb11G1 era capac¢ de reconeixer la isoforma beta-enolasa de muscul (Fig.
22C), amb la que comparteix més d’un 90% d’homologia en la seva estructura primaria.
Donat que la participacié de la beta-enolasa en el procés miogénic esta ampliament
descita (Fougerousse et al., 2002) i el nostre objectiu és descriure la possible implicacio
d’alfa-enolasa en el procés miogenic i de regeneracié muscular es va decidir dissenyar
un nou anticos molt més especific per I'extrem C-terminal d’alfa-enolasa i capac¢ de
bloquejar la seva unié al plasminogen amb el minim reconeixement de la isoforma beta-
enolasa. Aquest nou anticos permetra estudiar especificament I'efecte de alfa-enolasa
com a receptor del plasminogen en cel-lules musculars, on coexisteixen les dues
isoformes, i servira, per comprovar si els efectes antimiogenics observats en presencia
dd MAb11G1 sén realment deguts al bloqueig de la unié del plasminogen a la isoforma

alfa-enolasa o per contra també s’hi troba implicada la beta-enolasa.

En col-laboraci6 amb I'empresa espanyola Abyntek Biopharma, es van inocular
guatre ratolins amb el péptid corresponent a la fraccié C-teminal de I'alfa-enolasa:
CK*AKFAGRNFRNPLAK-C on K* correspon a una lisina modificada per acetilacié (Lys(Ac))
per tal d’augmentar el potencial immunogénic de péptid. Aquesta seqliencia, comu a
I’alfa-enolasa humana i murina, conté les lisines C-terminals responsables de la unié al
plasminogen. Es van testar els sérums dels ratolins injectats repetides vegades amb el
peptid i es va escollir el ratoli que presentava un serum amb més afinitat contra alfa-
enolasa en relacio a la beta-enolasa. A partir del ratoli escollit es van generar diversos
anticossos monoclonals i dels 27 clons obtinguts se’n van seleccionar dos pertanyents a
Iisotip 1gG1K: I'anticdos monoclonal MAb872, que reconeix especificament alfa-enolasa
versus beta-enolasa (Fig. 22) i bloqueja la seva unioé al plasminogen (Fig. 24), i I’anticos
monoclonal MAb875, que també reconeix especificament alfa-enolasa (Fig. 22) perd no

en bloqueja la unié del plasminogen (Fig. 24).
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Figura 22. Especificitat dels anticossos monoclonals MAb872, MAb875 i MAb11G1 contra alfa-
enolasa. A) ELISA de concentracions creixents de MAb872 i MAb875 contra les isoformes alfa i beta-
enolasa purificades. B) Western blot de MAb872 i MAb875 a diferents concentracions d’alfa i beta-
enolasa. C) Western blot comparariu entre MAb11G1, MAb872 i MAb875 contra les isoformes alfa i beta-
enolasa. Es mostra una tincié amb Ponceau Red com a control de carrega. Figures representatives de tres

experiments individuals.

L’especificitat dels anticossos MAb872 i MAb875 per alfa-enolasa versus beta-
enolasa va ser comprovada mitjancant ELISA (Fig. 22A) i Western blot (Fig. 22B).
Ambdues técniques demostren que els dos anticossos, MAb872 i MAb875, reconeixen
principalment la isoforma alfa-enolasa, i amb molt més baixa intensitat la isoforma beta-
enolasa. La figura 22C recull el Western blot comparatiu entre I'anticos monoclonal
MAb11G1, produit préviament en el nostre grup, i els nous anticossos monoclonals
MAb872 i MAb875, en la seva especificitat contra les isoformes alfa i beta-enolasa.
Mentre que MAb11G1 reconeix les dues isoformes d’enolasa, els nous anticossos

MADb872 i MAb875 sdn molt més especifics per la isoforma alfa-enolasa.
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La capacitat inhibitoria especifica de MAb872 i MAb875 en la unié del plasminogen
a alfa i beta-enolasa va ser analitzada mesurant la quantitat de plasminogen unit a alfa-
o beta-enolasa purificades en presencia dels dos anticossos. La deteccié del plasminogen
untit es va realitzar afegint uPA i un substrat cromogénic de la plamina, el D-VLP-pNA, i
mesurant 'activitat de la plasmina formada. La figura 23B no mostra cap alteracié en
I'activitat de la plasmina detectada en preséncia de concentracions creixents dels dos
anticossos, indicant que cap d’ells interfereix en la unié del plasminogen a beta-enolasa.
En canvi, la figura 23A mostra una clara disminucié de l'activitat de la plasmina en
augmentar la concentracio de MAb872 mentre que la presencia de concentracions
creixents de I'anticos MAb875 no en modifiquen I'activitat detectada. Aquests resultats
mostren que MADb872 bloqueja la unié del plasminogen a alfa-enolasa de forma
depenent de la dosi, mentre que I'anticos MAb875 no interfereix en aquesta unio.
Aguest fet indica que I'anticos MAb872 reconeix especificament la regié d’unié d’alfa-
enolasa al plasminogen, en canvi, MAb875 reconeix un epitop d’alfa-enolasa que no
interfereix en la seva unid al plasminogen. Per tant, I'Us comparatiu dels MAb875 i
MAb872 és un bon control de que els efectes observats en presencia de MAb872 sén

especifics de la unid plasminogen/alfa-enolasa.
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Figura 23. MAb872 i MAb875: bloqueig de la unié del plasminogen a alfa-enolasa (A) i beta-enolasa
(B) purificades. S’incuba una placa recoberta amb alfa-enolasa o beta-enolasa (50 mg/ml) en preséncia de
Plg (0.5 mM) i de diferents concentracions dels anticossos monoclonals MAb872 i MAb875 durant 1 h a
T.A. El plasminogen unit es mesura indirectament a través de |’activitat de la plasmina (mD.O/min) a 405

nM observada en afegir uPA (3 nM) i el substrat cromogenic de la plasmina D-VLP-pNA (0.5 mM).

135



RESULTATS. CAPITOL 1

Per reafirmar que la isoforma alfa de I'enolasa actua de receptor del plasminogen
en els mioblasts murins es va analitzar la capacitat inhibitoria de la unié i activacié del
plasminogen a la superficie cel-lular dels mioblasts C2C12 i MPCs a diferents
concentracions dels anticossos MAb872 i MAb875. Tal com es mostra a la figura 24A
concentracions creixents de I'anticos MAb872 inhibeixen proporcionalment la generacié
de plasmina a la superficie de mioblasts C2C12, mentre que no s’observen canvis
significatius en I'activitat de la plasmina en presencia de concentracions creixents de
MAb875. La grafica mostra que amb una concentracié de 40 mg/ml de MAb872
s’assoleix una inhibicié de 'activitat pericel-lular de la plasmina superior al 85%, mentre
gue no s’aprecien canvis en la mateixa concentracio de MAb875. L'efecte d’aquesta
concentracio inhibitoria en la unié de Plg-FITC va ser confirmada per FACS en C2C12 i
MPCs (Fig. 24B), on s’observa que en presencia d’EACA i MADb872 la unié del
plasminogen a C2C12 s’inhibeix en un 86 £ 3% i un 76 t 4%, respectivament, mentre que
no s’observen canvis en presencia de MAb875. En les MPCs la inhibicié de la unié del
plasminogen en preséncia d’EACA i MAb872 és del 96 + 1% i 86 + 4%, respectivament.
Aixi doncs, I'anticos MAb872, especific de la regié C-terminal d’ alfa-enolasa, inhibeix la
unio i activacio del plasminogen a la superficie dels mioblasts murins, confirmant que la

isoforma alfa de I’enolasa és el principal receptor del plasminogen en mioblasts murins.
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Figura 24. MAb872 bloqueja la unié i activacio del plasminogen a la superficie dels mioblasts
murins C2C12 i MPCs. A) Assaig de I'activitat pericel-lular de la plasmina en mioblasts murins C2C12 en
preséncia de Plg 5 uM, uPA 3mM i concentracions creixents de MAb872 o MAb875. B) Unid del Plg-FITC (1
UM) en preséncia o abséncia de EACA (100 mM), MAb872 (40 mg/ml), MAb875 (40 mg/ml) en C2C12 i

MPCs. Z indica la zona positiva per FITC. Imatges representatives de tres experiments individuals.

1.4. CONFIRMACIO DEL PAPER D’ALFA-ENOLASA EN LA MIOGENESI IN VITRO
1.4.1. Efecte de MAb11G1 i MAb872 a la miogénesi in vitro

Els estudis previs del grup amb I'anticos MAb11G1 i EACA, indicaven que el bloqueig
de la unid del plasminogen a la superficie dels mioblasts murins inhibeix els processos de

diferenciacié i fusié6 musculars (Lopez-Alemany et al., 2003b; Tesi Doctoral Angels Diaz-
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Ramos, UB, 2008). Vam comprovar que |'anticos MAb872 també és capag d’inhibir la
fusié miogenica, igual que MAb11G1, confirmant I'alfa-enolasa com la principal isoforma

d’enolasa que actua de receptor del plasminogen en mioblasts murins (Fig. 25).
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Figura 25. El bloqueig de la unié del plasminogen al receptor alfa-enolasa bloqueja la diferenciacio i
fusié miogeéniques. Un cop les MPCs van assolir el 60%-70% de confluencia es va substituir el medi de
creixement (GM) per medi de diferenciacié (DM) durant 24 i 48 hores en preséncia o absencia de
MAb11G1 (40 mg/ml), MAb872 (40 mg/ml) o MAb875 (40 mg/ml). A) Immunocitoquimica contra eMHC
en medi de diferenciacid durant 24 i 48 hores en preséencia i abséncia dels inhibidors anteriors. Imatge
representativa de tres experiments individuals. B) Quantificacié del ratio de fusio observat a 24 i 48 hores.
El ratio de fusié correspon al nombre de nuclis que formen part de fibres fusionades (eMHC positives) amb
més de dos nuclis, en relacié al nombre total de nuclis. L’analisi estadistica es va realitzar amb el test t de
Student on *P<0.05, *** P<0.001. C) Western blot de I'expressid de miogenina i MHC en les MPCs
incubades en GM o en DM durant 48 hores (DM48h) en preséncia o abséncia dels inhibidors anteriors.

S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega. Imatge representativa de tres experiments individuals.
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La figura 25A recull les immunocitoquimiques contra eMHC de les MPCs en medi de
diferenciacié (DM) durant 24 i 48 hores. Aquesta técnica permet identificar les fibres
fusionades i el nombre de nuclis que les conformen. Definim com a ratio de fusio la
relacié entre el nombre de nuclis que formen part de fibres de més de dos nuclis i el
nombre total de nuclis comptabilitzats en el cultiu cel-lular (Fig. 25B). En medi de
proliferacié (GM) les MPCs sdn mononuclears (Fig. 25A) i no expressen marcadors de
diferenciacié miogénica (Fig. 25C). En substituir el GM per DM s’inicia el procés de
diferenciacié miogenica i ales 24 h (DM24h) el nombre de MPCs fusionades amb més de
dos nuclis és del 34 + 5%. El ratio de fusié incrementa fins al 66 + 5% a les 48 h (DM48h).
En presencia dels anticossos inhibidors de la unid del plasminogen a alfa-enolasa,
MAb11G1 i MAb872, el ratio de fusié de les MPCs a les 24 h disminueix en un 17 £ 3% i
en un 14 + 2%, respectivament, respecte les MPCs control. A les 48 h, el ratio de fusid es
redueix fins a un 38 * 3% i un 32 * 4% en presencia de MAb11G1l i MAb872,
respectivament. L’anticos MAb875 no indueix canvis en el ratio de fusié respecte les
MPCs control. Aixi mateix, la figura 25C mostra una reduccio en |’expressié de marcadors
de diferenciacié miogenica com la miogenina i la eMHC, marcadors de diferenciacio
primerenca i tardana, respectivament, en presencia de MAb11G1 i MAb872, respecte les
MPCs control o tractades amb MAb875. Com és d’esperar, aquests marcadors de
diferenciacié no s’expressen en els mioblasts en creixement (GM) (Fig. 25C). Els resultats
obtinguts en la diferenciaci6 miogenica en presencia de I'anticos MAb872 sén
equivalents als obtinguts amb I'anticos MAb11G1 confirmant que el bloqueig de la unio
del plasminogen a alfa-enolasa inhibeix la diferenciacié i la fusié miogeniques in vitro i
que els efectes observats préviament en el grup en preséncia de MAb11G1 soén, tal com

s’havia suggerit, especifics per alfa-enolasa.

Per altra banda, també s’observa que I'expressio d’alfa-enolasa no es veu alterada
en presencia de cap dels dos inhibidors, ja que aquests inhibeixen la seva interaccié amb

el plasminogen i no la seva expressié (Fig. 25C).
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1.4.2. Analisi de la silenciacio del gen d’alfa-enolasa a la miogénesi in vitro

Per confirmar el paper de I'alfa-enolasa en el procés de miogenesi in vitro es va
estudiar I'efecte de la silenciacid del seu gen: ENO1. En primer lloc, es va generar un
siRNA especific contra el gen ENO1 (siENO1) i es va determinar la seva especificitat
analitzant I'expressié d’alfa-enolasa i de beta-enolasa en MPCs 24 hores posteriors a la
seva transfeccié amb siENO1. Tal i com s’observa en el Western blot de la figura 26 la
transfeccié de les MPCs amb siENO1 redueix notablement I'expressié de I'alfa-enolasa
respecte les MPCs transfectades amb el siRNA control (siCtr). Donat que no existeixen
bons anticossos comercials especifics contra beta-enolasa, en aquest estudi s’ha utilitzat
I’anticos creat i caracteritzat pel grup de la Dra. Angelica Keller (laboratori CRRET,
Universitat de Paris, Franca) (Keller et al., 2007; Merkulova et al., 1997). Aquest anticos,
tot i ser molt més especific per la beta-enolasa, pot reconeixer amb menys intensitat la
isoforma alfa-enolasa quan s’utilitza a aconcentracions elevades, com és el cas dels
cultius primaris de MPCs, i per aixo s’observen dues bandes en la beta enolasa del siCtr.
Aguest doblet desapareix de silenciar ENO1, quedant inalterada I'expressié de la
isoforma beta-enolasa i confirmant I’especificitat del siENO1 utilitzat conta I'alfa-enolasa
(Fig. 26).
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Figura 26. Reduccidé especifica de I’expressio d’alfa-enolasa mitjangant siRNA. Western blot de
I'expressio de les isoformes alfa i beta-enolasa en les MPCs transfectades amb un siRNA aleatori (siCtr) o
amb un siRNA contra alfa-enolasa (siENO1) durant 24 h. S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega.

Figura representativa de tres experiments individuals.

Un cop comprovada la disminucié en I'expressié d’alfa-enolasa en la transfeccio
amb siENO1, es va determinar |'efecte d’aquesta silenciacié transitoria en la
diferenciacié miogénica in vitro. La figura 27 mostra que I'expressié génica d’alfa-

enolasa (MRNA) es veu considerablement reduida en les MPCs transfectades amb
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SiENO1, tant en GM com en DM durant 24 i 48 hores, respecte les MPCs control
transfectades amb siRNA aleatori (siCtr). La reduccio en I'expressid gé&nica d’alfa-enolasa
es tradueix en una disminucio del 40% i del 52% en el ratio de fusid a les 24 h i 48 h,
respectivament (Figs. 27B i 27C), i en la reduccid de I'expressido dels marcadors

miogenics miogenina i eMHC (Fig. 27D).
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Figura 27. La silenciacié transitoria d’alfa-enolasa bloqueja la diferenciacid miogenica. Les MPCs
van ser transfectades amb siRNA contra alfa-enolasa (siENO1, 80 nM) o siRNA control (siCtr, 80 nM).
Posteriorment van ser cultivades en GM durant 24 h o en DM durant 24 i 48 h A) Expressio relativa d’alfa-
enolasa per RT-PCR. B) Immunohistoquimica contra eMHC. C) Quantificacié del ratio de fusid observat a
24 i 48 hores. El ratio de fusié correspon al nombre de nuclis que formen part de fibres fusionades (eMHC
positives) amb més de dos nuclis, en relacié al nombre total de nuclis. L’analisi estadistica es va realitzar
segons el test t de Student on ** P<0.005 D) RT-PCR de miogenina i eMHC, marcadors de diferenciacié
miogénica, en GM i a les 24h i 48h en DM. Per normalitzar les quantificacions per RT-PCR es va utilitzar
I’expressio de mRNA de la proteina ribosomal L32. L’analisi estadistica es va realitzar amb el test t de

Student on ** P<0.01, ***P<0.005.

Tant la silenciacid d’alfa-enolasa com |’Us d’anticossos especifics inhibidors de la
unio del plasminogen a alfa-enolasa, MAb11G1 i MAb872, bloquegen el procés miogenic
confirmant el paper d’alfa-enolasa com a principal receptor del plasminogen en
mioblasts murins i demostrant la seva participacid directa en els processos de

diferenciacid i fusié dels mioblasts in vitro.

1.5. PARTICIPACIO D’ALFA-ENOLASA EN EL PROCES DE REGENERACIO MUSCULAR IN
VIVO

El paper d’alfa-enolasa en la regeneracid6 muscular in vivo es va comprovar

mitjangant I'ds de dos models animals: animals sans wt lesionats amb cardiotoxina i
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animals distrofics mdx. Als ratolins wt se’ls va induir una lesié per injeccié intramuscular
de cardiotoxina. A partir del dia de la lesié es van tractar periodicament amb injeccions
subcutanies de EACA o MAb11G1. Als ratolins distrofics mdx, de 15 dies d’edat es van
tractar amb injeccions periodiques intraperitoneals dels mateixos inhibidors, per
diferents periodes de temps. Tant els animals wt com els animals mdx tractats amb
MAb11G1 o EACA presentaven un empitjorament en procés de regeneracié muscular i
una reduccié de l'activitat de la plasmina en el teixit muscular, en comparacié els
animals controls, de forma similar al que s’havia vist amb animals deficients en uPA
(Lluis et al., 2001; Suelves et al., 2002; Suelves et al., 2007). Es va demostrar que la
reduccid en I'activitat proteasa de la plasmina en els animals tractats EACA i MAb11G1
provocava |'acumulacié de col-lagen extracel-lular i disminuia la presencia de cel-lules
del sistema inflamatori com neutrofils, macrofags i limfocits, indicant que el bloqueig de
la unié del plasminogen a alfa-enolasa inhibia I'activacié de la plasmina, necessaria per
mantenir ’homeostasi muscular després d’una ferida (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos,
UB, 2008). Donat que els resultats in vitro indicaven la participacié de I'alfa-enolasa de
membrana en el procés de diferenciacio i fusi6 miogenica, es va voler comprovar si el
defecte de regeneracié in vivo observat en els animals tractats amb EACA i MAb11G1 era
només degut a la manca de |'efecte fibrinolitic de la plasmina en I’entorn extracel-lular i
en la inhibicio de la resposta inflamatoria observats en estudis anteriors o també tenia
efecte en les propies cel-lules musculars impedint la generacié de fibres musculars, com

s’havia observat amb els mioblasts in vitro.

La formacié de noves fibres musculars en els animals tractats amb EACA i MAb11G1,
respecte els animals control es va analitzar mesurant I'expressié de eMHC i desmina,
marcadors de diferenciaci6 miogéenica que s’expressen només en els mioblasts
diferenciats i en les fibres de nova generacid pero no en les fibres madures. La figura 28
recull les immunohistoquimiques contra eMHC i desmina realitzades en talls transversals
del muscul gastrocnemius d’animals wt a 4 i 10 dies post-ferida amb cardiotoxina (d.p.f).
Als 4 dies posteriors a la lesio s’aprecia la formacio de fibres de nova sintesi positives per
eMHC o desmina de petit tamany. Si es comparen els animals wt control, tractats amb
una solucié salina, i els animals tractats amb MAb11G1 o EACA, s’observa que els

animals tractats amb els inhibidors presenten menor nombre de fibres positives per
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desmina o eMHC i de menor tamany. Aquestes diferéencies sén molt més apreciables als
10 dies post-ferida. En aquest punt les fibres eMHC o desmina positives dels animals
tractats amb EACA i MAb11G1 practicament no han crescut, mentre que les dels animals
control han incrementat de tamany i formen un teixit d’aspecte més homogeni,

caracteristic d’'un procés correcte de regeneracié muscular.
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Figura 28. El bloqueig de la unié del plasminogen a alfa-enolasa afecta la formacié i creixement de
noves miofibres en un muscul lesionat. Immunohistoquimica contra eMHC i desmina, marcadors de
fibres de nova generacié. Els animals wt van ser injectats amb 150 ul de cardiotoxina (10 uM) en el muscul
gastrocnemius i, posteriorment, van ser tractats amb EACA (200 mM), MAb11G1 (40 mg/ml) o una solucié
fisiologica salina (control), mitjancant una injeccid subcutania cada 2 dies. Es van analitzar seccions
transversals del muscul gastrocnemius (10 um) als 4 i 10 dies-post-ferida (d.p.f). Es mostren imatges

representatives a 200 augments. n=4.

Uns resultats similars es van obtenir amb animals distrofics mdx tractats amb els
mateixos inhibidors cada dos dies a partir dels 15 dies d’edat, abans de I'aparicié dels
primers simptomes de la distrofia, fins als 60 dies d’edat. La figura 29 mostra I'analisi de
la tincié histologica per hematoxilina/eosina (H/E) i per eMHC dels talls transversals
seriats del muscul gatrocnemius dels animals mdx control i tractats amb els dos
inhibidors. La tincié per H/E permet identificar la preséncia d’arees musculars danyades,
on s’aprecia la desorganitzacid del teixit muscular i I'acumulacié de cél-lules
mononucleades, mentre que la tincid per eMHC permet identificar les fibres de nova
generacié. La observacid de les arees danyades del muiscul mdx, majoritaries i més

extenses en els animals tractats amb amb EACA i MAb11G1 (Tesi Doctoral Angels Diaz-
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Ramos, UB, 2008), permet observar que, en aquestes zones, |'aparicid de noves fibres
positives per eMHC és molt més escassa en els animals tractats amb els inhibidors,
respecte els animals distrofics control (Fig. 29A). Aquesta disminucidé de fibres eMHC
positives en els animals tractats amb EACA i MAb11G1 respecte els animals control es
confirma per Western blot, on s’aprecia una clara reduccié en I'expressié de eMHC en el

teixit muscular dels animals mdx tractats amb els inhibidors (Figs. 29B i 29C).
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Figura 29. El bloqueig de la unié del plasminogen a alfa-enolasa afecta la formacié de noves
miofibres empitjorant el fenotip distrofic del ratoli mdx. A) Immunohistoquimica contra eMHC i tincié
hematoxilina/eosina (H/E) de seccions transversals consecutives del muscul gastrocnemius (10 um). Els
animals distrofics mdx de 60 dies d’edat van ser injectats intraperitonealment cada cos dies amb EACA
(200 mM), MAb11G1 (40 mg/ml) o solucié salina (control), a partir dels 15 dies de vida fins als 60 dies
d’edat. Es mostren imatges representatives a 200 augments n=4. B) Western blot dels lisats de
gastrocnemius dels animals control i tractats amb EACA o MAb11G1. S’ha utilitzat a-tubulina com a

control de carrega. C) Analisi densitometric del ratio d’expressié de eMHC front |’expressio de tubulina,

expressat en unitats relatives (U.R).
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Aixi doncs, la manca en la formacio i creixement de noves fibres musculars en
inhibir la unié del plasmin(ogen) al seu receptor alfa-enolasa, evita la correcta
regeneracié muscular després d’'una lesié (Fig. 28) i comporta un empitjorament del
fenotip distrofic dels animals mdx (Fig. 29). Aquestes observacions, confirmen la
participacié d’alfa-enolasa en el procés de miogénesi in vivo, tal com haviem vist

préviament in vitro.

En conjunt, doncs, I'alfa-enolasa, com a principal receptor del plasminogen en els
mioblasts participa focalitzant I'activitat de la plasmina a nivell pericel-lular i actua a
diferents nivells del procés de regeneracio del teixit muscular 1) afavorint I’eliminacio de
fibrina i matriu extracel-lular evitant un procés fibrotic (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos,
UB, 2008), 2) regula la invasié de cél-lules inflamatories a I'area danyada afavorint la
resposta inflamatoria (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008) i 3) intervé en el
procés de diferenciacié i fusi6 miogénica dels mioblasts, procés necessari per la formacid

de noves fibres musculars i la reparacié de les fibres danyades.
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CAPITOL 2: SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR INDUIDA PER LA PLASMINA EN

MIOBLASTS MURINS

A part de participar en la degradacié de fibrina i altres components de la matriu
extracel-lular, s’"ha descrit la capacitat de diversos components del sistema d’activacié
del plasminogen en l'activacio de diferents vies de senyalitzacié intracel-lular que
participen en processos de migracid, adhesio, invasid, proliferacié i supervivencia, entre
altres (Diaz et al., 2006; Ortiz-Zapater et al., 2007; Smith and Marshall, 2010; Syrovets et
al., 2012).

Aixi doncs, un cop determinada la participacié d’alfa-enolasa com a receptor del
plasminogen en la miogenesi i regeneracié muscular, es va plantejar la seva possible

implicacid en processos de senyalitzacié intracel-lular en mioblasts murins.

2.1. EFECTE DEL PLASMINOGEN | DE LA PLASMINA A LA SENYALITZACIO
INTRACEL-LULAR DE MIOBLASTS MURINS

El primer que es va analitzar és si el plasminogen i la plasmina sén capacos d’activar
vies de senyalitzacio intracel-lular en mioblasts murins C2C12 i cultius primaris de MPCs.
En aquest experimet, les cel-lules es van estimular amb plasminogen (Plg) o plasmina
(Pli) durant diferents periodes de temps després d’haver estat cultivades en medi sense
serum entre 30 min i 1 h. Es va determinar la fosforilacié de Erk i Akt, mitjancant la
tecnica de Western blot, utilitzant anticossos contra les formes fosforilades d’aquestes

proteines.

Tal com mostra la figura 30A, Erk i Akt sén rapidament fosforilats en presencia de
plasmina i molt més lentament en presencia de plasminogen. L’analisi de les densitats
optiques de diversos experiments (Fig. 30B) mostra un increment significatiu en la
fosforilacié de Erk i de Akt en relacid la quantitat de Erk i Akt totals als 5 i 10 min en
presencia de plasmina, respectivament. Les quantificacions indiquen que a temps més

llargs (20 min) el plasminogen també indueix un increment en la fosforilacio de Erk i Akt.
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Figura 30. La plasmina indueix la senyalitzacié intracel-lular en mioblasts murins C2C12. Després
d’haver estat deprivades de serum durant 1 h, les C2C12 es van cultivar en presencia i abséncia de
plasminogen (Plg, 100 nM) o plasmina (Pli, 100 nM) durant el temps indicat en cada cas. A) Analisi per
Western blot de la fosforilacié de Erk (P-Erk) i Akt (P-Akt), utilitzant I'expressié de Erk i Akt com a control
de carrega. Es mostra una figura representativa de quatre experiments individuals. B) Promig d’un total de
quatre experiments individuals de la relacié entre la densitat optica de Erk fosforilat (P-Erk) i Erk total (Erk
2) i entre Akt fosforilat (P-Akt) i Akt total (Akt), expressades en unitats relatives (U.R). Es va realitzar una

analisi estadistica segons el test t d’Student on *P<0.01, ***P<0.001, respecte el control.

Tenint en compte que les C2C12 produeixen uPA i activen el plasminogen a
plasmina (Suelves et al., 2002), aquestes observacions suggereixen que és la plasmina
generada per les C2C12 la responsable de la fosforilacié de Erk i de Akt observada a

temps més llargs en preséncia de plasminogen.
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A continuacio es va determinar I'efecte dosi/resposta en aquesta activacid induida
per plasmina/plasminogen. Els mioblasts C2C12 es van cultivar en preséncia de plasmina
o plasminogen durant 10 min en un rang de dosi de 100 nM a 500 nM (Fig. 31A). El
promig de la relacié de densitats optiques de Erk i Akt fosforilats, en relacio els totals
respectius, indica que la intensitat de la fosforilacié de Erk i Akt augmenta amb la dosi de
plasmina (Fig. 31B). La induccié produida pel plasminogen, en canvi, és molt menor. A
partir d’aquests resultats es va establir la concentracié de 100 nM de plasmina com a

concentracio de treball.
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Figura 31. La senyalitzacio intracel-lular induida per la plasmina varia amb la dosi. A) Western blot
de lisats de mioblasts C1C12 estimulats amb diferents concentracions de plasmina i plasminogen (0 nM o
control, 100 nM, 200 nM i 500 nM) durant 10 min, després de ser deprivats de serum durant 1h. Expressio
de Erk i Akt fosforilats i totals. S’ha utilitzat a-Tubulina, Erk i Akt totals com a controls de carrega B) Relacio
entre la densitat optica de Erk fosforilat (P-Erk) i Erk total (Erk 1/ 2) i entre Akt fosforilat (P-Akt) i Akt total
(Akt) mesurada en unitats relatives (U.R). Analisi estadistica segons el test t d’Student on *P<0.05 i

**P<0.01, respecte el control (sense plasmina).
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Els mateixos estudis es van repetir emprant cultius primaris de MPCs. La figura 32
mostra que la plasmina indueix també la fosforilacié de Akt i de Erk en MPCs, obtenint

una valor estadisticament significatiu (P<0,01) als 30 minuts en preséencia de plasmina

100 nM.
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Figura 32. La plasmina indueix la senyalitzacié intracel-lular en mioblasts primaris MPCs. Les MPCs,
préviament deprivades de serum durant 30 min, es van cultivar en preséncia o abséncia de plasmina (Pli,
100 nM) durant el temps indicat. A) Western blot de la fosforilacié de Erk (P-Erk) i Akt (P-Akt) en preséncia
de plasmina amb el temps. S’ha utilitzat I'expressio de Erk i Akt totals com a controls de carrega. B) Promig
de la relacié de densitats Optiques entre P-AKt i Akt total, i entre P-Erk i Erk total en unitats relatives (U.R)
de tres experiments individuals. Es va realitzar una analisi estadistica amb el test t d’Student on *P<0.05,

**P<0.01, respecte el control (sense plasmina).

També es va estudiar I'efecte de la dosi de plasmina en la fosforilacié de Erk i de
Akt. La figura 33A mostra una variacio de la fosforilacié de Akt i de Erk amb la dosi de

plasmina, mentre que el plasminogen no indueix canvis apreciables. Les quantificacions
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de la figura 33B indiquen una variacié de la fosforilacié de Erk i Akt amb la dosi de
plasmina, obtenint un increment significatiu (p<0,05) en les concentracions més baixes
de plasmina testades (50 nM i 100 nM). A concentracions molt mes elevades de
plasmina (500 nM), en canvi, s’observa una tendéncia a disminuir la fosforilacid. Aquesta
disminucio coincideix amb un increment en la desadherencia cel-lular del cultiu, efecte
de l'apoptosi induida a concentracions elevades de plasmina en cél-lules adherents.

(Doeuvre et al., 2010).
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Figura 33. La senyalitzacio intracel-lular induida per la plasmina en MPCs varia amb la dosi. Les
MPCs, préviament deprivades de serum durant 30 min, es van cultivar en preséncia de les concentracions
de plasmina i plasminogen indicades durant 30 min més. A) Western blot de la fosforilacié de Erk i de Akt.
S’ha utilitzat I'expressido de a-Tubulina, Erk i Akt totals com a controls de carrega. B) Promig de les
densitats optiques corresponents a la fosforilacié de Erk (P-Erk) respecte Erk total (Erk) i a la fosforilacié de
Akt (P-Akt) respecte Akt total (AKt) en unitats relatives (U.R) de tres experiments individuals. Analisi

estadistica segons test t d’Student on *P<0.05, respecte el control (sense plasmina).
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L'especificitat d’aquesta resposta intracel-lular observada en mioblasts murins en
preséncia de plasmina exogena es va validar utilitzant un inhibidor especific de la via
PI3K/Akt (LY294002) i un inhibidor especific de la via MAPK/Erk (PD98059). El Western
blot de la figura 34 mostra que la presencia de LY29004 blogueja completament la
fosforilacié de Akt induida per la plasmina en C2C12 (Fig. 34A) i en MPCs (Fig. 34B). Per
altra banda, PD98059 bloqueja especificament la fosforilacié de Erk, també en els dos

tipus cel-lulars.
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Figura 34. La fosforilacié de Akt i Erk induida per la plasmina es inhibida per inhibidors de la via
PI3K/Akt i MAPK/Erk, respectivament. Les C2C12 (A) o MPCs (B) van ser deprivades de sérum durant 1h i,
seguidament, van ser estimulades amb plasmina (Pli, 100 nM) durant 10 min o 30 min més. Es va
determinar la fosforilacio de Erk i de AKt en preséncia o abséncia de l'inhibidor de la via PI3K/Akt,
LY294002 (20 uM), i de I'inhibidor de la via MAPK/Erk, PD98059 (20 uM). L’ expressid de Erk i Akt totals,

s’ha utilitzar com a control de carrega. Figures representatives de tres experiments individuals.

Fins ara, la senyalitzacié induida per la plasmina s’ha observat en mioblasts murins
en proliferacié, pero es va voler comprovar si un cop fusionats en miofibres, aquests
continuen responent a la plasmina de la mateixa manera. Aixi doncs, es va induir la
diferenciacié miogenica dels mioblasts C2C12 i es va observar la senyalitzacié induida
per la plasmina a diferents temps del procés. La figura 35 mostra que els mioblasts en
diferents temps del procés de diferenciacié6 miogénica responen a la preséncia de
plasmina incrementant la fosforilacio de Akt i de Erk, de forma similar als mioblasts no

diferenciats. Aquest fet suggereix que tant els mioblasts derivats de les cel-lules satel-lit
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com els miotubs responen a la preseéncia externa de plasmina activant les vies de Erk i de

Akt.
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Figura 35. La plasmina indueix senyalitzacié intracel-lular en mioblasts en creixement i en
diferenciacid. Els mioblasts C2C12 van ser cultivats en medi de proliferacié (GM) o medi de diferenciacié
(DM) durant 24 hores, 48 hores i 5 dies. Seguidament es van deprivar de serum durant 1 h i es van
estimular amb 100 nM de plasmina durant 10 min. Western blot de I'expressié de Erk i Akt fosforilats i
dels totals. L’expressio de a-Tubulina s’ha utilitzat com a control de carrega. Figura representativa de tres

experiments individuals.

Els resultats anteriors indiquen que la plasmina activa indueix la senyalitzacié
intracel-lular via MAPK/Erk i PI3K/Akt en mioblasts murins en proliferacid i també en

miofibres diferenciades.

2.2. MECANISME D’ACTUACIO DE LA PLASMINA EN LA SENYALITZACIO
INTRACEL-LULAR.

En els experiments anteriors s"ha observat que la plasmina i el plasminogen sén
capacos d’unir-se a la superficie dels mioblasts murins (Figs. 19 i 20). Aixi doncs, la
senyalitzacio intracel-lular induida per la plasmina podria ser deguda a la propia unié de
la plasmina a receptors de membrana, o bé podria estar desencadenada per altres
molécules activades per I'activitat proteolitica de la plasmina. La majoria de receptors

coneguts del plasmin(ogen) no presenten un domini transmembrana capac¢ d’induir
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senyalitzacid intracel-lular, de manera que caldria la participacié d’altres proteines de
membrana amb capacitat per poder desencadenar una resposta intracel-lular. Aquests
dos possibles mecanismes moleculars d’actuacié de la plasmina en la induccié de la
fosforilacié de Erk i de Akt en mioblasts murins es representen en I'esquema de la figura

36.
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Figura 36. Esquema dels possibles mecanismes d’actuacié de la plasmina a la superficie cel-lular. La
plasmina pot desencadenar la fosforilacié de Erk i Akt en mioblasts murins en unir-se a un o diversos
receptors de la membrana cel-lular, o bé activant proteoliticament altres factors secundaris (X) mitjangant

la seva acativitat proteasa.

2.2.1. Efecte de I'activitat proteolitica de la plasmina

Per determinar la importancia de l'activitat serina proteasa en la senyalitzacio
induida per plasmina es van utilitzar diverses aproximacions. Per una banda es van
utilitzar els inhibidors de I'activitat proteasa de la plasmina, I'aprotinina (Ap), i I'alfa-2-
antiplasmina (a2-AP), essent el primer un inhibidor sintétic i el segon el seu inhibidor
fisiologic. Per altra banda, es va utilitzar una plasmina inactivada quimicament (Pli-1),
sense activitat proteasa. A la figura 37B es confirma la manca d’activitat proteasa de Pli-
I, que no es capa¢ de processar el seu substrat D-VLP-pNA, en comparacio la plasmina

activa.
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Figura 37. L’activitat serina proteasa de la plasmina és necessaria per la senyalitzacid intracel-lular
en mioblasts murins. A) Assaig d’activitat comparatiu entre la plasmina activa (Pli) i la plasmina inactiva
(Pli-1) en preséncia del substrat cromogénic D-VLP-pNA. B) i C) Western blot de la fosforilacié de Erk (P-
Erk) i de Akt (P-Akt) en C2C12 i MPCs, respectivament. Les cél-lules van ser estimulades amb o sense
plasmina (Pli, 100 nM) en preséncia o abséncia dels inhibidors: aprotinina (Ap, 15 uM) o alfa-2-antiplamina
(a2-AP, 100 nM). També van ser estimulades amb plasmina inactiva (Pli-I, 100 nM). L’expressio de Erk i Akt

totals s’ha utilitzat com a control de carrega. Figures representatives de tres experiments individuals.

En presencia dels inhibidors de I’activitat serina proteasa de la plasmina, aprotinina
o I'alfa-2-antiplasmina, la plasmina no es capac d’induir la fosforilacié de Erk ni la de Akt,
aixi com tampoc es capa¢ de fer-ho la plasmina inactivada (Pli-I) (Figs. 37B i 37C).
Aguests resultats mostren clarament que I'activitat serina proteasa de la plasmina esta
involucrada en l'activacié i fosforilacié de Erk i Akt en els mioblasts murins C2C12 (Fig.

37B) i en MPCs (Fig. 37C).
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2.2.2. Efecte de la unio de la plasmina a la membrana cel-lular

Havent observat que la plasmina s’uneix a la superficie cel-lular dels mioblasts
murins a través de LBS, es va voler comprovar si aquesta unié també es necessaria per
induir la fosforilaci6 de Erk i Akt observada i quins sén els kringles involucrats. El
plasmin(ogen) conté 5 kringles numerats de 1 a 5 (K1-5) on es situen els LBS, que
s'uneixen especificament a lisines C-terminals (Fig. 38A). En bloquejar els LBS del
plasmin(ogen) en preséncia de EACA, s’evita la unidé de la plasmina a la superficie
cel-lular dels mioblasts murins i es bloqueja completament la fosforilacié de Erk i de Akt
(Fig. 38B). Aquest resultat indica que, a part de l'activitat proteolitica, també és
necessari que la plasmina s’uneixi a la superficie dels mioblasts murins per desencadenar

I’activacio de Erk i de Akt.

A excepcio del kringke 3 (K3) els altres kringles contenen LBS amb diferents afinitats
per la unio a lisines C-terminals. El kringle 1 seguit del kringle 4 i del kringle 5 sén els que
presenten LBS amb més afinitat i, per tant sén els kringles principalment involucrats en
la unié del plasmin(ogen) a la fibrina (Ho-Tin-Noe et al., 2005), i a la superficie de
diferents tipus cel-lulars (Wu et al., 1992). Per determinar quina és la participacié dels
diferents dominis kringle del plasmin(ogen) en la senyalitzacié intracel-lular observada
en preséncia de plasmina es van utilitzar els fragments del plasminogen obtinguts per
digestio amb elastasa: kringles 1-3 (K1-3), conegut com angiostatina, kringle 4 (K-4) i
kringle 5 (K-5). Aquests fragments, molt amablement cedits pel Dr. Mario Gonzalez-
Gronow (Duke University Medical Center, Carolina del Nord, USA), van ser usats en un
experiment de competicido amb la plasmina. Es van incubar els mioblasts en preséncia de
100 nM de plasmina juntament amb els diferents kringles a una concentracid 5 vegades
superior. La quantitat de plasmina unida a la superficie dels mioblasts murins en
presencia dels diferents kringles es va determinar mesurant |'activacié del substrat
cromogeénic D-VLP-pNA a nivell pericel-lular (Fig. 38B). L'efecte dels kringles a la
senyalitzacid intracel-lular induida per plasmina es va determinar mitjancant Western
blot (Fig. 38C). La figura 38B mostra clarament que l'activitat de la plasmina a la
superficie cel-lular disminueix en un 44% i un 34% (P<0.001) en presencia dels kringles 1-
3 i del kringle 4, respectivament. La inhibicié és del 90% en presencia de EACA i no

s’aprecien diferencies significatives en preséncia del kringle 5. Aquests resultats
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suggereixen que son basicament els kringles 1-4 els que presenten més afinitat per la
unid a la membrana dels mioblasts murins i que, per tant, en aquest experiment

competeixen amb el plasmina per la unié a membrana.
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Figura 38. La uni6 a la membrana cel-lular dels mioblasts murins és necessaria per la senyalitzacid
intracel-lular induida per plasmina. A) Representacié esquematica de I'estructura del Glu-plasminogen
amk els seus cinc kringles (K1-K5), modificat de (Aisina et al., 2009) on NTP: péeptid NH2-terminal; PD:
domini proteasa; (1): lloc de tall reconegut pels activadors del plasminogen. B) Assaig de competéncia en
la 11id de la plasmina (Pli, uM) en mioblasts murins C2C12 en presencia i abséncia de EACA (100 mM), o
d'ur excés (5 uM) dels diferents kringles per separat: K1-3, K4 o K5. Es mesura I'activitat pericel-lular de la
plasmina en mD.O./min. Analisi estadistica segons test t d’Student on **P<0.001 ***P<0.0001. C) Western
blot de la fosforilacid de Erk (P-Erk) i de Akt (P-Akt) en preséncia de plasmina (Pli, 100 nM) amb i sense
EALCA (100 mM) o amb un excés (5 uM) dels kringles K1-3, K4 o K5. S’ha utilitzat I'expressié de a-Tubulina,
Erk Akt totals com a controls de carrega. D) Densitometria promig (D.0.) de tres Western blots en unitats
relaives (U.R). Promig de la fosforilacié de Erk (P-Erk) en relacid Erk total i de la fosforilacié de Akt (P-Akt)

&n relacié Akt total. Analisi estadistica segons test t d’Student on *P<0.05.
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La figura 38C mostra una lleugera disminucio de la fosforilacié de Erk i de Akt en
presencia dels kringles 1-3 i del kringle 4, mentre el kringle 5 no afecta a la senyalitzacid
intracel-lular induida per la plasmina. El promig de densitometries de diferents Western
blots mostra clarament una disminucié en la fosforilacié de Erk i de Akt en preséncia dels
kringles 1-3 i del kringle 4, encara que no és significativament estadistica (Fig. 38D). En
conjunt, aquets resultats indiquen que la plasmina s’uneix a través dels LBS de
plamin(ogen) situats preferiblement en els K1-4. Tenint en compte que el kringle 3 no
conté LBS funcionals (Bhattacharya et al., 2012; Schaller and Gerber, 2011) i que els LBS
del kringle 2 presenten una baixa afinitat per les lisines (Marti et al., 1999), es pot
afirmar que els principals kringles involucrats en la unié de la plasmina als mioblasts

murins i en I’activacio de Erk i Akt son: K1 i K4.

En resum, en aquest apartat els resultats obtinguts demostren que la plasmina
activa les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt en mioblasts C2C12 i MPCs. Aquesta senyalitzacio
intracel-lular és depenent tant de I'activitat proteolitica de la plasmina com de la seva

unié a membrana, majoritariament a través dels LBS situats en els kringles 1 i 4.
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CAPITOL 3: RECEPTORS DEL PLASMIN(OGEN) INVOLUCRATS EN LA SENYALITZACIO

INDUIDA PER LA PLASMINA EN MIOBLASTS MURINS

En el capitol anterior s’"ha demostrat la unié de la plasmina a lisines C-terminals de
la membrana dels mioblasts murins a través dels seus LBS i la participacié d’aquesta
serina proteasa en l'activacid de vies de senyalitzacid intracel-lulars. Fins a I'actualitat
s’han identificat diverses molecules que actuen com a receptors del plasmin(ogen), la
majoria dels quals contenen lisines en la posicié C-terminal, entre elles I'alfa-enolasa, la
histona H2B o I"annexina A2. Aixi doncs, en aquest apartat es pretén estudiar quin o
quins d’aquests receptors de membrana estan involucrats en la induccié d’aquesta
senyalitzacid en presencia de plasmina en mioblasts murins i la possible existéncia

d’altres receptors col-laboradors.

3.1. PARTICIPACIO D’ALFA-ENOLASA, ANNEXINA A2 | HISTONA H2B

Demostrada la participacié d’alfa-enolasa com a receptor del plasminogen en el
procés miogenic dels mioblasts murins, es va estudiar la possible participacié d’aquest
receptor en la senyalitzacié intracel-lular induida per la plasmina en el mateix tipus
cel-lular. Amb aquesta finalitat, es van utilitzar els anticossos MAb872 i MAb875 i es va
determinar el seu efecte en I'activitat de la plasmina unida a la superficie cel-lularien la

fosforilacié de Erk i de Akt induida per aquesta.

A la figura 36B s’observa que la presencia de MAb872 produeix el bloqueig de
I’activitat de la plasmina a la superficie de les cel-lules C2C12 i la consequient inhibicié en
la fosforilacié de Erk i de Akt (Fig. 36A). Per altra banda, la preséncia de I'anticos no
bloquejant de la unid del plasmin(ogen) a alfa-enolasa, MAb875, no presenta cap efecte
en l'activitat pericel-lular de la plasmina ni tampoc en la senyalitzacié intracel-lular
induida per aquesta (Fig. 36A). Resutats equivalents es poden observar amb MPCs (Fig.

36Ci D).

159



RESULTATS. CAPITOL 3

A
Ak A%
" :ﬂ -
o W QT
60KDa e _| P-Akt
povied BEF T S
GOKDa | = == == e ] Akt
AddkDa s
A2KD3 | —— - ETK 1/2
SOKDg | “— _..-—| a-Tubulina

C2C12

C
A P
& W
g gt
BOKDD | o o e = | PoAkt
sl .
A2KDa | = == e | PoETK

BOKD; | - - | Ok

A44KDa
2210 | e Erk 1/2

SOKDg | = ———— - | o-Tubuling

MPCs

Activitat Pli {[mD.0./min)

L4
12

g
g
o4
o2

Activitat Pli (mD.Q. fmin)
'_I.

—

Contral

Contro

i—
LL T
e :
B e bl BN
Pli i+ Pli + Pli +

EaCA MABBT? MABZTS

c2c12
- .
Pl Fi+  Pli+  Plis

E4CA MABBTZ? MABETS

MPCs

Figura 36. L’alfa-enolasa participa en la senyalitzacié intracel-lular induida per la plasmina en

C2C12 i MPCs. A) i C) Western blot de I'expressid de Erk i Akt fosforilats en C2C12 i MPCs. Les C2C12 (A) i

les MPCs (C) van ser estimulades amb plasmina (Pli, 100 nM) durant 10 min i 30 min, respectivament, en

preséncia o abséncia de EACA (100 nM), MAb872 (40 mg/ml) i MAb875 (40 mg/ml). S’ha utilitzat a-

tubulina, com a control de carrega B) i D) Grafiques d’activitat pericel-lular de la plasmina (mD.0O./min) en

C2C12 (B) i MPCs (D) mesurada en preséncia del substrat cromogénic D-VLP-pNA. Les cél-lules van ser

estimulades amb plasmina (Pli, 1 uM) durant 1 hora en presencia o absencia de EACA (100 nM), MAb872

(40 mg/ml) i MAb875 (40 mg/ml). Analisi estadistica mitjancant el test t d’Student on ***P<0.0001

160



RESULTATS. CAPITOL 3

La inhibicié de la fosforilacié de Erk i Akt per MAb872 indicaria la participacié d’alfa-
enolasa en la senyalitzacié induida per la plasmina en mioblasts murins. Per altra banda,
la inhibicid comparable de I'activitat pericel-lular de la plasmina en presencia de EACA i
MAb872 reafirma la hipotesi de I'alfa-enolasa com a principal receptor del

plasmin(ogen) en els mioblasts.

També es va comprovar la preséncia d’altres receptors del plasminogen com
I"'annexina A2 i la histona H2B a la superficie dels mioblasts murins i la seva participacié
en la senyalitzacié intracel-lular observada en preséncia de plasmina. Per determinar la
presencia d’aquests receptors a la membrana, es va realitzar un fraccionament
subcel-lular dels mioblasts C2C12 en proliferacié (GM) i en diferenciacio a les 72 h (DM).
Es va obtenir i separar la fracci6 de membrana (M) de la fraccié citosolica (C), de les
guals es va analitzar I'expressio de d’alfa i de beta-enolasa, annexina A2 i histona H2B

(Fig. 37).
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Figura 37. Annexina A2, histona H2B, alfa-enolasa i beta-enolasa s’expressen a la superficie
cel-lular de mioblasts murins. Els extractes de membrana (M) i de citosol (C) de les C2C12 en proliferacio
(GM) o en diferenciacié 72 h (DM) es van analitzar per Western blot amb anticossos contra alfa-enolasa,

beta-enolasa, annexina A2 i histona H2B. Es va utilitzar la tincié Ponceau Red com a control de carrega
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Com s’aprecia a la figura 37, les C2C12 expressen alfa i beta-enolasa, annexina A2 i
histona H2B a la membrana plasmatica, tant en estat proliferatiu (GM) com en estat
diferenciat (DM). L'annexina A2, igual que les enolases, predomina a nivell citosolic, en
canvi, la histona H2B, al ser una proteina majoritariament nuclear, no es localitza a la
fraccio citosolica. Possiblement I'expressié majoritaria de la histona H2B tingui lloc a la
fraccidé nuclear, que no s’ha analitzat en aquest experiment. L'increment d’alfa-enolasa
en la fraccié de membrana de les C2C12 diferenciades respecte les C2C12 en proliferacié
ja havia estat descrita per el nostre grup (Lopez-Alemany et al., 2003b) i fou un dels

primers indicis de la participacié d’alfa-enolasa en el procés miogenic.

Havent observat la presencia d’annexina A2 i d’histona H2B a la membrana
plasmatica de les C2C12, es va analitzar la participacié d’aquestes proteines com a
receptors del plasminogen i la seva possible participacid en la senyalitzacio intracel-lular
induida per plasmina. Per realitzar aquest estudi es van utilitzar anticossos especifics
gue bloquegen la unié del plasminogen a lI'annexina A2 o a la histona H2B, molt
amablement cedits per la Dra. Pilar Navarro (Institut Hospital del Mar d’Investigacions
Médiques, IMIM, Barcelona) i pel Dr. Edward Plow (Cleveland Clinic University,
Cleveland, Ohio, USA), respectivament. Es va analitzar I'efecte d’aquests anticossos en la
unio de plasminogen fluoresceinat (Plg-FITC) a la superficie dels mioblasts murins C2C12
i en la senyalitzacié intracel-lular induida per la plasmina mitjangant citometria de flux i

Western blot, respectivament.

A les figures 38A i 38C, on es mostren els resultats obtinguts en analitzar la unié de
Plg-FITC a la superficie de C2C12 per citometria de flux, s’observa que aquesta unié no
es veu afectada per la preséncia els anticossos contra histona H2B (Anti-H2B) o contra
I'annexina A2 (Anti-AxA2), respectivament. De forma coherent amb aquests resultats,
I’analisi per Western blot confirma que ni Anti-H2B ni Anti-AxA2 bloquegen la
fosforilaci6 de Erk i Akt induida per la plasmina en C2C12 (Figs 38B i 38D,
respectivament). Per altra banda, els anticossos inespecifics utilitzats com a control (I1gG)

tampoc tenen cap efecte inhibidor.
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Figura 38. Els anticossos contra la histona H2B i contra I'annexina A2 no modifiquen la unié de
plasminogen ni en senyalitzacié induida per la plasmina en C2C12. Els anticossos monoclonals contra la
histona H2B (Anti-H2B, 80 pg/ml) (A) o contra I'annexina A2 (Anti-AxA2, 360 pug/ml) (B) no bloquegen la
unié del plasminogen (Plg-FITC, 1uM) a la superficie dels mioblasts murins €2C12, analitzada per
citometria de flux. L’analisi per Western blot de la fosforilacié de Erk i Akt induida per la plasmina tampoc
es veu afectada en preséncia de Anti-H2B (80 ug/ml) (B) o Anti-AxA2 (360 pg/ml) (D). S’han utilitzat IgGs
com anticossos control emprats a la mateixa concentracié que Anti-AxA2 o Anti-H2B, en cada cas. En els

Western blots s’ha utilitzat I’a-tubulina com a control de carrega. Es mostren figures representatives de

tres experiments individuals.

Aixi doncs, tot i que la histona H2B, I'annexina A2 i la beta-enolasa s’expressen a la
membrana dels mioblasts, no semblen tenir cap funcié en la senyalitzacié induida per la
plasmina. Aquests resultats, que assenyalen de nou a l'alfa-enolasa com a receptor

principal del plasmin(ogen) involucrat en la senyalitzacio intracel-lular induida per la
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plasmina en mioblasts murins, sén només una primera aproximacié i caldra confirmar-
los mijancant altres técniques més contundents com la silenciacié transitoria mitjangant

siRNA de cadascun dels receptors per separat.

3.2. RECEPTORS COL-LABORADORS D’ALFA-ENOLASA

La gran majoria de receptors del plasminogen descrits, inclosa I'alfa-enolasa, no
presenten ni domini transmembrana ni domini intracel-lular que els permeti induir una
resposta intracel-lular per ells mateixos. En la literatura es descriuen diversos casos de
receptors que, tot i no posseir un domini transmembrana, sén capacos d’induir una
resposta intracel-lular mitjancant I’associacido amb altres receptors que si que presenten
aquesta capacitat. Aquest és el cas de uPAR, el receptor de uPA, que es troba unit a
membrana a través d’un enllag GPI i col-labora amb receptors de tipus integrina, factors
de creixement o receptors acoblats a proteines G per tal de produir una resposta
intracel-lular (Blasi and Sidenius, 2010; Ghosh et al., 2006; Ossowski and Aguirre-Ghiso,
2000; Smith and Marshall, 2010). Un altre exemple és I'annexina A2, que actua de
receptor tant del tPA (Ortiz-Zapater et al., 2007) com del plasminogen (Laumonnier et
al., 2006) activant vies intracel-lulars a través de la seva associacio a EGFR (Ortiz-Zapater

et al., 2007) o a Toll Like Receptor-4 (TLR4) (Swisher et al., 2010).

En aquest estudi, la participacié d’alfa-enolasa i el paper clau de [Iactivitat
proteolitica de la plasmina suggereixen també la participacido d’altres proteines i/o
receptors de membrana capacos de desencadenar una resposta intracel-lular. Per tal
d’identificar aquests col-laboradors d’afa-enolasa que confereixen la capacitat de
transferir la resposta de la plasmina a nivell intracel-lular, es van analitzar diversos
receptors de membrana candidats a col-laborar amb I’alfa-enolasa, descrits a la
literatura. Es van suggerir quatre receptors candidats: uPAR, EGFR, PAR-1 o altres

receptors acoblats a proteines G i integrines.
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3.2.1. Participacié de uPAR.

Una de les caracteristiques del sistema d’activacié del plasminogen és que la propia
plasmina pot activar els seus activadors uPA o tPA, autoregulant d’aguesta manera la
generacié de plasmina (Ellis and Dano, 1991; Ellis et al., 1989). Es suggereix, doncs, que
la plasmina unida a alfa-enolasa podria activar pro-uPA, la forma inactiva de uPA,
situada a la membrana dels mioblasts murins i induir la senyalitzacié a través de la unio

al seu receptor uPAR.

Per estudiar la possible participacié de uPAR en la senyalitzacié intracel-lular induida
per plasmina, es van aillar MPCs de muscul de ratoli deficients en uPAR (uPAR-/-), molt
amablement cedits per la Dra. Pura Mufioz-Canoves (Universitat Pompeu Fabra de
Barcelona). Un cop es va comprovar mitjancant PCR que les MPCs aillades no
expressaven UPAR (Fig. 39A), es va determinar la capacitat de la plasmina per induir la
fosforilacié de Erk i Akt (Fig. 39B). Els resultats obtinguts mostren |'activacio de Erk i Akt,
tant en MPCs salvatges (wt) com en les MPCs deficients en uPAR (uPAR-/-), essent la
fosforilacié més intensa als 30 min d’incubacié que als 10 min. Aquest resultat indica
clarament que la senyalitzacié induida per la plasmina és totalment independent de la

presencia de uPAR.
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Figura 39. uPAR no participa en la senyalitzacié induida per la plasmina. A) PCR de I'expressio de
UPAR en MPCs provinents d’animals salvatges (wt) o d’animals deficients en el gen uPAR (uPAR-/-). S’ha
utilitzat GAPDH com a control de carrega B) Western blot de la fosforilacié de Erk i de Akt (P-Erk i P-Akt,
respectivament) induida per la plasmina (Pli, 100 nM) als 10 min i 30 min d’incubacié de les MPCs
salvatges (wt) i de les MPCs deficients en uPAR (uPAR-/-). S’ha utilitzat I'expressié de Erk i Akt totals com a

control de carrega. Imatges representatives de tres experiments individuals.
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3.2.. Participacio de EGFR.

El seglient receptor a estudiar com a possible col-laborador d’alfa-enolasa en la
senyalitzacid induida per plasmina és el receptor del factor de creixement epitelial o

EGFR.

A la literatura, s’ha descrit I'activacié de EGFR en presencia de plasmina. La plasmina
activa les MMPs i aquestes alliberen lligands de EGFR que es troben units a la membrana
plasmatica, com heparin-binding EGR like growth factor (HB-EGF), generant una cascada
de senyalitzacié intracel-lular a través de EGFR en carcinoma pancreatic (Higashiyama et
al., 2008; Hurtado et al.,, 2007). Aquest procés d’activacid de EGFR, que requereix
I’activitat proteolitica de la plasmina, permetria explicar la senyalitzacié observada en els
mioblasts murins en preséncia de plasmina i d’alfa-enolasa tal com es mostra a

I’'esquema de la figura 26A.

L'expressid de EGFR i alguns dels seus lligands va ser observada en mioblasts murins
C2C12 en treballs anteriors, essent HB-EGF i epiregulina el lligands de EGFR més
expressats en aquest tipus cel-lular (Horikawa et al., 1999). Aixi doncs, es va comprovar
I'expressié de EGFR, HB-EGF i epiregulina en els mioblasts C2C12 en GM i a diferents
temps de diferenciacié (DM) mitjancant PCR. La figura 40 mostra que, tant EGFR com els
seus lligands HB-EGF i epiregulina, s’expressen en mioblasts murins en proliferacio i en
diferenciacié. Una observacido més detallada indica que, mentre I'expressio de EGFR i HB-
EGF es manté en les C2C12 en passar de l'estat proliferatiu a I'estat diferenciat,
I’expressié d’epiregulina sembla disminuir en les C2C12 en diferenciacio respecte les no
diferenciades. Per altra banda, i com és d’esperar, I'expressido de miogenina incrementa
en les C2C12 que han iniciat el procés de diferenciacié, en comparacié les C2C12

proliferants en medi de creixement (GM).
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Figura 40. EGFR, HB-EGF i epiregulina s’expressen en mioblasts murins C2C12. Expressié genica
mitjangant PCR de EGFR i els seus lligands HB-EGF i epiregulina en mioblasts murins C2C12 en proliferacié
(GM) o a diferents temps de diferenciacié (DM). S’utilitza I'expressié de miogenina com a marcador de la
diferenciacid muscular i I'expressio de gliceraldehid-3-fosfat-deshidrogenasa (GAPDH) com a control de

carrega. Es mostra una imatge representativa de 3 experiments individuals.

Seguidament, es va determinar la participacié de EGFR en la senyalitzacié induida
per la plasmina mitjangant dues aproximacions. En primer lloc es van incubar les C2C12
amb plasmina en preséencia de dos inhibidors de EGFR d’estructura analoga a 'ATP i que
bloquegen especificament |’activitat tirosina quinasa de EGFR: AG1478 (Ellis et al., 2006)
i Gefitinib (Iressa)(Dassonville et al., 2007). Els resultats es mostren a la figura 41B. En
segon lloc es va silenciar transitoriament el gen EGFR mitjangant una transfecciéo amb
siRNA de EGFR (siEGFR) i es va analitzar la senyalitzacié induida per la plasmina en
comparacio a unes C2C12 transfectades amb un siRNA aleatori no funcional (siCtr). Els

resultats es recullen a la figura 41C.

La figura 41B, mostra la reduccié en la fosforilaci6 de EGFR a la tirosina 1068
(Tyr1068), un dels diversos residus de tirosina que es troba fosforilat quan el receptor
esta actiu, en preséncia de AG1478 o Iressa a una concentracio de 10 uM i 1 uM,
respectivament. Es confirma per tant, el seu potencial inhibidor del receptor de EGF. En
canvi, emprant concentracions deu vegades inferiors d’aquests inhibidors (1 uM de
AG1478 o 100 nM de Iressa) no s’observen canvis en la fosforilacid de EGFR, indicant
gue els inhibidors es troben per sota la seva concentracié inhibitoria i cal treballar a les

concentracions més elevades (Fig. 41B).
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Figura 41. EGFR no col-labora en la senyalitzacié intracel-lular induida per la plasmina. A)
Representacid esquematica de la possible activacio de EGFR a partir de I'activitat proteolitica de la
plasmina. B) Western blot de les C2C12 incubades durant 10 min amb plasmina (Pli, 100 nM) en presencia
de AG1478 (1 uM i 10 uM) o Iressa (100 nM i 1 uM). Expressio de Akt i Erk fosforilats i totals. S’ha utilitzat
a-tubulina com a control de carrega. C) Western blot de les C2C12 silenciades per EGFR mitjangant un
siRNA especific (siEGFR) i les C2C12 transfectades amb siRNA aleatori control (siCtr). Les cel-lules
transfectades amb siEGFR o siCtr van ser incubades amb plasmina (Pli, 100 nM) durant 10 min. Expressié
de Akt i Erk fosforilats i totals. S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega. Imatge representativa de

tres experiments individuals.
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Analitzant l'efecte de AG1478 i Iressa a la concentracid inhibitoria efectiva,
s’observa que, malgrat aconseguir una clara reduccié en la fosforilaciéo de EGFR, no es
produeix cap modificacié en la fosforilacié de Erk i Akt induida en preséncia de plasmina,
suggerint que EGFR no actua en la senyalitzacio induida per la plasmina en mioblasts

murins.

Aquests resultats es van confirmar mitjangant la silenciacié transitoria de EGFR amb
SiRNA (siEGFR) (Fig. 41C). Les C2C12 es van transfectar amb siRNA contra EGFR (siEGFR)
o amb un siRNA aleatori control (siCtr). A les 48 h posteriors, la disminucié de I'expressié
de EGFR va ser confirmada per Western blot en els mioblasts transfectats amb siEGFR,
obtenint una bona silenciacié proteica respecte els mioblasts control (siCtr). L’analisi
posterior de la senyalitzacié intracel-lular induida per la plasmina en les C2C12
transfectades tampoc va mostrar canvis en la fosforilacié de Erk ni de Akt en les C2C12
silenciades per EGFR respecte les C2C12 control. Es confirma, per tant, que EGFR no

col-labora amb alfa-enolasa en la senyalitzacié induida per la plasmina.

3.2.3. Participacié de PAR-1

Un altre possible candidat per col-laborar amb alfa-enolasa en la transduccié de la
senyalitzacid induida per la plasmina en mioblasts murins és el receptor activat per
proteases 1 (PAR-1). PAR-1 és un receptor transmembrana acoblat a proteines G,
conegut com a receptor de la trombina (Coughlin, 2000). Com el seu nom indica, s’activa
guan una proteasa, generalment trombina, talla el seu extrem N-terminal, que actua
com a lligand. A part de la trombina, pero, es coneixen altres proteases capaces d’activar
PAR-1 i la plasmina n’és una d’elles (Altrogge and Monard, 2000; Kuliopulos et al., 1999).
A la literatura s’ha descrit que I'activacié de PAR-1 induida per la plasmina afavoreix la
migracio de cel-lules d’ovari de hamster xinés (Majumdar et al., 2004), la fibrosis renal
(zhang et al., 2007a) i I'activacié de la via MAPK/Erk en fibroblasts humans (Pendurthi et
al., 2002; Mandal et al., 2005).
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Figura 42. PAR-1 no participa en la senyalitzacié induida per la plasmina. A) Esquema del
mecanisme d’activacio dels Receptors Activats per Proteases o (PARs). Imatge modificada de (van der Poll,
2008). B) Western blot de Erk i Akt fosforilats i totals. Els mioblasts C2C12 van ser estimulats amb
plasmina (Pli, 100 nM) durant 10 min en preséncia i abséncia de l'inhibidor especific de PAR-1 BMS-
200261 (BMS, 1uM) o de toxina pertussica (PTX, 100 ng/ml), inhibidor de proteines Ga. S’ha utilitzat a-

Tubulina com a control de carrega. Figura representativa de tres experiments individuals.

Per tal d’estudiar la participacid de PAR-1 en el nostre sistema, les C2C12 es van
estimular amb plasmina en preséncia d’'un antagonista especific de PAR-1, el BMS-
200261 (Mannaioni et al., 2008; Ofosu et al., 2008) o bé en preséencia de toxina
pertussica, inhibidor de proteines Ga, involucrades en la senyalitzacié intracel-lular
induida per receptors acoblats a proteines G, com es el cas de PAR-1. El Western blot de
la figura 42 mostra que ni I'antagonista de receptor PAR-1 (BMS-200261) ni la toxina
pertussica (PTX), modifiquen el patré de fosforilacié de Erk i Akt en preséncia de
plasmina, indicant, que ni PAR-1 ni altres receptors acoblats a proteines G participen en

la senyalitzacid induida per la plasmina en els mioblasts murins.
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3.2.4. Participacio d’integrines

Les integrines sén proteines transmembrana heterodimeériques formades per una
subunitat alfa i una subunitat beta, unides no covalentment entre si, que regulen
I’adhesio cel-lular a diferents components de la matriu extracel-lular i modulen vies de

senyalitzacio intracel-lular i la organitzacio del citoesquelet (Hynes, 2002).

En la literatura s’ha descrit la col-laboraciéo de diferents tipus d’integrines amb
diversos receptors de membrana. Aquest és el cas de receptors acoblats a proteines G
(GPCR) (Kerrigan et al., 2004), el receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR)
(Cabodi et al., 2004) o el receptor de uPA (UPAR) (Ossowski and Aguirre-Ghiso, 2000).

Per altra banda, també s’ha descrit que algunes integrines com avf3 (Tarui et al.,
2002) i a9B3 (Majumdar et al., 2004) sén capaces d’unir especificament plasmina i no
plasminogen possiblement degut a la seva diferent conformacié. Amb els antecedents
de la participacid d’integrines en la resposta cel-lular induida per la plasmina en altres
tipus cel-lulars, es va voler determinar si les integrines tenien algun paper en la
senyalitzacid intracel-lular induida per la plasmina en mioblasts murins. Per dur a terme
aquest treball es va realitzar una curta estada al laboratori de la Dra. Marina Bouche a la
Universitat la Sapienza de Roma, ltalia. Alli es va analitzar I'efecte de la plasmina en la
fosforilacié de la proteina quinasa Src (homenclatura que prové del la seva homologia al
oncogen src detectat en el virus del Sarcoma de Rous). Aquesta quinasa es troba
involucrada en la senyalitzacid intracel-lular induida per les integrines (Huveneers and
Danen, 2009; Mitra and Schlaepfer, 2006) i, juntament amb FAK, (Focal Adhesion
Kinase), forma un complex d’activacié intracel-lular (Huveneers and Danen, 2009).
També es va determinar l'efecte de la desintegrina echistatina, inhibidor de les

integrines B1/B3, i de I'anticos CD-51 contra les integrines av.

En primer lloc es va determinar |'activacido de Src en les C2C12 incubades amb
plasmina mitjangant Western blot. Els resultats, que es recullen a la figura 43, mostren
gue la plasmina indueix la fosforilacié de la quinasa Src i que aquest efecte queda inhibit
en presencia de l'inhibidor de la familia de Src quinases PP2, confirmant I'especificitat

d’aquesta fosforilacio.
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Figura 43. La plasmina indueix la fosforilacié de Src. Western blot de I'expressié de proteina Src
fosforilada i total. Les C2C12 es van estimular amb plasmina (Pli, 100 nM) durant 20 min en preséncia o
abséncia del compost PP2 (1 uM), un inhibidor de la familia de les quinases Src. La mostra control
correspon a les C2C12 no estimulades amb plasmina S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega.

Figura representativa de dos experiments individuals.

L'activacié de Src induida per integrines requereix l'activacié de FAK, formant un
complex Src-FAK que recluta altres proteines intracel-lulars que transmeten Ila
senyalitzacid iniciada per les integrines (Huveneers and Danen, 2009). Sabent que
I'activacié de FAK té lloc en fosforilar-se a la tirosina 397, es va determinar si la plasmina
induia la fosforilacid i activaci6 de FAK en les C2C12. Els resultats de Ila
immunoprecipitacié de FAK (Fig. 44A) i I'expressié de la seva forma fosforilada a la
tirosina 397 mitjancant Western blot (Fig. 44B), pero, indiquen que la preséncia de
plasmina no modifica la fosforilacié de FAK. Tot i aixi, la inhibicid selectiva de FAK
mitjancant el compost F14 permet observar una clara reduccio de la fosforilacié de Erk
en presencia de plasmina, mentre que la fosforilacié6 de Akt es veu subtilment

incrementada.
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Figura 44. La inhibicié de FAK bloqueja la fosforilacié de Erk induida per la plasmina. Les C2C12 es

van estimular amb plasmina (Pli, 100 nM) durant 10 min en preséncia o abséncia de I'inhibidor de FAK, el
compost F14 (5 uM). A) Immunoprecipitacido de FAK total i determinacié de la seva forma fosforilada
mitjangant un anticos anti-fosfo-tirosina (P-Tyr). B) Western blot de la forma fosforilada de FAK a la
tirosina 397, FAK total i les formes fosforilades i totals de Erk i Akt. La mostra control correspon a les
C2C12 no estimulades amb plasmina S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega. Imatges

representatives de tres experiments individuals.

Per determinar possibles integrines col-laboradores en la senyalitzacio intracel-lular
induida per la plasmina, es va utilitzar echistatina (Ech), que bloqueja les regions RGD,
situades en les integrines B1/B3, i I'anticos CD-51, contra I'integrina awv. Es va analitzar la
senyalitzacid induida per la plasmina en preséncia d’aquests inhibidors d’integrines per

Western blot (Fig. 45).

Els resultats de la figura 45 mostren una clara disminucié en la fosforilacié de Erk en
preséncia de la desintegrina echistatina, mentre que no sembla afectar la fosforilacié de
Akt. L’anticos contra la integrina av, CD-51, no afecta ni a la fosforilacié de Erk ni a la
fosforilacié de Akt induides per la plasmina. Aquests resultats descarten la participacio
d’integrines av en la senyalitzacié induida per la plasmina i suggereixen la participacid
d’integrines B1/B3 en I'activacio de la via MAPK/Erk pero no en la via PI3K/Akt, indicant

qgue les dues vies s’activen per mecanismes diferents.
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Figura 45. Les integrines B1/B3 participen en lactivacié de la via MAPK/Erk induida per la
plasmina. A) Les C2C12 es van estimular amb plasmina (Pli, 100 nM) durant 10 min en presencia o
abséncia d’echistatina (Ech, 200 nM) o de I'anticos CD-51 (15 pg/ml). Es va determinar la fosforilacié i els
totals de les proteines Erk i de Akt mitjangant Western blot. Es mostra una figura representativa de dos
experiments individuals. S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega B) Mesura de les densitats
optiques del Western blot en unitats relatives (U.R). Relacid entre la fosforilacié de Akt i Erk respecte els

seus totals de dos experiments independents.

En conjunt, els resultats d’aquest capitol confirmen |'alfa-enolasa com a principal
receptor del plasmin(ogen) involucrat en la senyalitzacié intracel-lular induida per
plasmina en els mioblasts murins, i suggereixen que les integrines tenen un paper
important en la senyalitzacié induida per la plasmina via MAPK/Erk a través de

I’activacio del complexe Src/FAK. L’Us d’inhibidors d’integrines com echistatina i I'anticos
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CD-51 assenyalen la participacié de les integrines B1/B3 i descarten la participacié de
I'integrina av, respectivament. Per altra banda, els resultats obtinguts no involucren cap
de les integrines citades en I'activacido de la via PI3K/Akt induida per la plasmina, ni
tampoc la participacié d’altres possibles receptors candidats a ser activats per plasmina i
a col-laborar amb alfa-enolasa com uPAR, EGFR i PAR-1. Aixi doncs, la plasmina activa
vies de senyalitzacid independents i caldra un estudi més detallat per elucidar quins sén
els receptors col-laboradors d’alfa-enolasa en la induccié de la via PI3K/AKt, quina/es
integrina/es concreta/es estan involucrades en I'activacié de la via MAPK/Erk i quin és el

mecanisme molecular pel qual la plasmina activa aquestes proteines de membrana .
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CAPITOL 4: EFECTES CEL-LULARS DE LA SENYALITZACIO INDUIDA PER LA PLASMINA EN

CEL-LULES PRECURSORES MUSCULARS.

Després de comprovar que en el muscul esquelétic la plasmina no només exerceix
un paper com a proteasa a l'espai extracel-lular, sind que també és capa¢ d’induir
I’activacio de vies de senyalitzacié intracel-lulars en mioblasts murins, es van analitzar els

possibles efectes fisiologics d’aquesta resposta intracel-lular.

En primer lloc es va determinar si la fosforilacié de Erk i Akt induida per plasmina es
mantenia amb el temps. Aixi doncs, es van incubar les C2C12 en presencia de plasmina i
absencia de serum durant 24 i 48 hores i es va analitzar la fosforilacio de Erk i Akt
mitjangant Western blot. Els resultat obtingut, recollit a la figura 46A, mostra que
després de 24 h i 48 h d’incubacid en preséncia de plasmina, la fosforilacié de Erk i Akt
continua estant incrementada respecte les cel-lules control. S’evidencia, doncs, que la
senyalitzacié induida per la plasmina es prolonga en el temps. Després de 24 h, els
inhibidors PD98059 i LY294002 continuen bloquejant la fosforilacio de Erk i Akt,
respectivament, indicant de nou l'especificitat de la participacié de la plasmina en les
vies MAPK/Erk i PI3K/Akt (Fig. 46B). Per altra banda, pero, en prolongar la inhibicié de
les vies MAPK/Erk i de PI3K/Akt amb el temps mitjangant PD98059 i LY294002,
respectivament, s’observen algunes alteracions. Per una banda la inhibicié de MAPK/Erk
mitjancant PD98059 incrementa la fosforilacié de Akt en preséncia de plasmina, fet que
ja ha estat observat amb anterioritat en C2C12 tractades amb PD98050 (Kwiecinska et
al., 2005) i que podria estar relacionat amb un increment en el procés de miogéenesi,
induit pel propi inhibidor i per la manca de sérum en el medi (Favreau et al., 2008). Per
altra banda, la defosforilacié prolongada de Akt mitjangcant LY294002 sembla induir un
efecte toxic en les C2C12 (Kwiecinska et al., 2005) que podria explicar la inhibicié

observada en la fosforilacio de Erk.
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Figura 46. La senyalitzacié induida per la plasmina perdura al llarg del temps en preséncia de
plasmina. A) Les C2C12 es van estimular en preséncia o abséncia de plasmina (Pli, 100 nM) en medi sense
serum durant 24 h i 48 h i es va determinar la fosforilacié i I'expressio total de Erk i Akt mitjangant
Western blot. B) Efecte dels inhibidors PD98059 (20 uM) o LY294002 (20 uM) en la senyalitzacid induida
per la plasmina analitzada mitjancant Western blot després de 24 h d'incubar les C2C12 amb plasmina en
preséncia o absencia dels inhibidors citats. S’ha utilitzat a-tubulina com a control cde carrega en cada cas.

Es mostra una figura representativa de tres experiments individuals.

Seguidament es va comprovar si 'activacié de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt induides
per la plasmina, tenien algun efecte fisiologic en els mioblasts, com en I'adheréncia,

migracio i supervivencia.

4.1. EFECTES EN L’ADHERENCIA CEL-LULAR

La incubacid dels mioblasts MPCs i C2C12 en preséncia de plasmina durant temps de
24 hi 48 h va permetre observar un clar efecte de desadheréncia en els cultius cel-lulars
tractats amb plasmina, respecte els cultius control. Les MPCs adquirien un aspecte
individual arrodonit i s’'unien entre elles formant partits agregats (Fig. 47B). Mitjancant
la tincio cel-lular amb cristall violeta es va observar que només un 17% +7% de les MPCs

continuaven adherides al substrat després de 6 h en presencia de plasmina 100 nM (Fig.
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47A). Aquest efecte era similar amb les C2C12, tot i que el procés de desadheréncia era

molt més lent i es feia evident a partir de les 48-72 h (resultats no mostrats).

Per comprovar si la desadheréncia cel-lular, provocada per la plasmina, estava
relacionada amb la senyalitzacié induida per la mateixa, es van tractar les MPCs amb
plasmina inactiva (Pli-1) i amb plasmina activa (Pli) en preséencia de EACA, o dels
inhibidors de les vies MAPK/Erk (PD98059) i PI3K/Akt (LY294002) i es va analitzar el
percentatge d’adheréncia cel-lular després de 6 h en cada cas. La figura 47C mostra que,
a diferéncia de la plasmina activa, la presencia de plasmina inactivada no afecta
I'adherencia cel-lular. Per altra banda, la presencia de EACA bloqueja el procés de
desadheréncia cel-lular induit per la plasmina. Aquests resultats, determinen que
I'efecte de desadheréncia induida per la plasmina és depenent de la seva activitat i de la
seva unio a la membrana als mioblasts murins, coincidint amb I'efecte intracel-lular de
plasmina. En canvi, pero, la incubacié de plasmina en preséncia dels inhibidors de les
vies MAPK/Erk (PD98059) i PI3K/Akt (LY294002) no evita el procés de desadheréncia
cel-lular induit per la plasmina. Aquest fet suggereix que la desadherencia cel-lular
observada és un procés independent de I'activacié de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt. Aixi
doncs, I'efecte de la plasmina en I'adhesié cel-lular podria ser, més aviat, un efecte
extracel-lular de la seva activitat proteolitica, capa¢ de degradar diferents components
de la matriu extracel-lular com la laminina (Chen and Strickland, 1997) o la fibronectina,
(Bonnefoy and Legrand, 2000) que no pas un efecte intracel-lular. Addicionalment, es va
comprovar que l'efecte de la plasmina en I'adheréncia cel-lular observada durant les
primeres 48 h és reversible ja que les cél-lules desadherides, al ser plaquejades de nou
en medi de creixement, on el serum bloqueja 'activitat de la plasmina, es readhereixen i

creixen amb normalitat (resultats no mostrats).

Aquest efecte de desadherencia cel-lular induida per la plasmina ha estat descrita
en altres tipus de cel-lules adherents i s’associa, majoritariament, a I'entrada en
apoptosi, també coneguda com a mort cel-lular per desadhéncia del substrat o anoikis.

(Doeuvre et al., 2010; Meilhac et al., 2003; Rossignol et al., 2004),
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Figura 47. La plasmina indueix la desadheréncia de les cél-lules precursores musculars. A) Les MPCs
es van estimular amb plasmina (Pli, 100 nM) durant 1 h, 3 h i 6 h. Posteriorment es van quantificar les
MPCs adherides mitjangant tincid per cristall violeta. Els resultats es mostren en percentatge de cél-lules
adherides en relacié a la mostra control. B) Imatges de les MPCs en preséncia i abséncia de plasmina (Pli,
100 nM) durant 24 h. C) Tincié amb cristall violeta i quantificacié de les MPCs adherides després de 6 h
d’incubacid en presencia de plasmina inactiva (Pli-I, 100 nM) o de plasmina activa (Pli, 100 nM) juntament
amb EACA (100 mM) o amb els inhibidors de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt (PD98059 20 uM, i LY294002, 20
UM, respectivament). Els resultats es mostren en percentatge de cel-lules adherides en relacié a la mostra
control. Es mostra un experiment representatiu de tres experiments individuals on **P<0.01, ***P<0.001,

respecte la mostra control.
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4.2. EFECTES EN LA SUPERVIVENCIA CEL-LULAR

Per determinar I'efecte de la plasmina en la supervivencia cel-lular es va analitzar la
viabilitat cel-lular dels mioblasts C2C12 i MPCs en medi sense serum i en presencia de
plasmina fins a 72 h. La figura 48 mostra els resultats de 'analisi per citometria de flux
de la viabilitat cel-lular analitzada mitjancant tincié per iodur de propidi. S’observa que la
retirada de sérum del medi indueix un descens de la viabilitat cel-lular amb el temps,
tant en C2C12 (Fig. 48A) com en MPCs (Fig. 48B), tal com esta descrit en la literatura
(Columbaro et al., 2001). A diferéncia d’altres tipus cel-lulars, pero, la viabilitat del les
C2C12 i les MPCs incrementa en preséncia de plasmina, essent aquest increment de fins

al 28+4% en C2C12 i de fins el 40+4% en les MPCs a les 48h i 72 h, respectivament.

A B
120 120

= £ 100
# 100 s
5 B0 2 5 80
= =
;é &0 Cantrol & B0 ——Control
B 40 | Pli E an Pl
4 20 m 20
= S

Gh 24h 48 72h GhN b 48R TZh

C2C12 MPCs

Figura 48. La plasmina indueix la supervivéncia dels mioblasts murins. Les C2C12 (A) i les MPCs (B)
van ser cultivades en medi sense serum en preséncia o absencia de plasmina (Pli, 100 nM) durant 24 h, 48
h, i 72 h. Representacio del percentatge de viabilitat cel-lular, mesurat per citometria de flux mitjancant
I’analisi d’incorporacié de iodur de propidi al nucli cel-lular, respecte les ceél-lules cultivades en medi de
creixement (GM). Es mostra una grafica representativa de tres experiments individuals amb cada tipus

cel-lular on *P<0.05, segons el test t d’Student.

Aguests resultats, contradictoris a publicacions recents on es descriu que la
desadheréncia cel-lular produida per la plasmina indueix anoikis en cel-lules adherents
(Doeuvre et al., 2010), es va confirmar en mesurar la mort per apoptosi en preséncia de

plasmina o plasminogen. El percentatge d’apoptosi de cada mostra individual va ser
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mesurat mitjangant I'analisi per citometria de flux del pic subdiploide (SubGg), que
correspon al percentatge de cel-lules que presenten el DNA fragmentat, caracteristica
fonamental de les cél-lules apoptotiques. La figura 49, on es recullen les quantificacions
del pic subdiploide realitzades en C2C12 (Fig. 49A) i MPCs (Fig. 49B), mostren que en
abséncia de sérum es produeix un increment considerable de cel-lules apoptotiques
(25% de les C2C12 a 72 h i 80% de les MPCs a 72 h), mentre que tant la plasmina com el
plasminogen provoquen una reduccid significativa en el percentatge de mort per
apoptosi amb el temps. La prevencié de la mort per apoptosi, tant per part de la
plasmina com per part del plasminogen, posa en evidéncia un efecte antiapoptotic

d’aquestes proteines en els mioblasts murins.
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Figura 49. La plasmina protegeix els mioblasts murins de la mort per apoptosi induida per
I’abséncia de serum. Les C2C12 (A) i les MPCs (B) van ser cultivades en GM o en medi sense serum en
preséncia o absencia de plasmina (Pli, 100 nM ) o plasminogen (Plg, 100 nM) durant 24 h, 48 h, i 72 h. Es
va analitzar el percentatge de cél-lules que formen part del pic subdiploide (subGg/1) en relacié el total de
cél-lules analitzades. Es mostra el promig i la desviacié estandard de tres experiments individuals. Analisi

segons el tests t d’Student on*P<0.05, **P<0.01, respecte el control carresponent.

El fet que el plasminogen presenti el mateix efecte protector que la plasmina a
temps d’estudi d’entre 24 h i 72 h podria indicar que I'efecte observat és independent
de I'activitat serina proteasa de la plasmina o bé que el plasminogen del medi és activat

a plasmina pels propis mioblasts mitjangant uPA, I"activador del plasminogen principal
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en el muscul esquelétic (Lluis et al., 2001). Per comprovar-ho es va analitzar la capacitat
d’activacié del plasminogen en cultius de C2C12 i de MPCs mitjangant un assaig
d’activitat utilitzant el substrat cromogenic D-VLP-pNA. Els resultats, recollits a la figura
50, mostren que les C2C12 i les MPCs, activen el plasminogen a plasmina amb el temps,
observat activitat proteasa des de les primeres hores en presencia de plasminogen en el
medi de cultiu. La presencia d’EACA o d’amiloride, un inhibidor especific d’uPA,
bloguegen completament I'activacio del plasminogen. Aquest fet confirma que I'uPA
segregat pels propis mioblasts és el responsable de l'activacid del plasminogen a
plasmina en aquestes cél-lules i, que aquesta activacio té lloc només quan el

plasminogen s’uneix a la seva superficie.
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Figura 50. Els mioblasts activen el plasminogen a plasmina a través de uPA. Increment en la
generacio de plasmina amb el temps en C2C12 (A) i MPCs (B). Els mioblasts van ser incubats amb
plasminogen (Plg 5 uM) en presencia i absencia de EACA (100 mM) o amiloride (50 uM). L’activitat de la
plasmina en el medi es va determinar mitjancant el substrat cromogenic D-VLP-pNA i es dona en

mO.D./min.

El fet que els mioblasts C2C12 i MPCs siguin capacos d’activar el plasminogen a
plasmina a través de uPA indica que amb el temps les cél-lules incubades amb
plasminogen haurien de desencadenar la fosforilacio de Erk i Akt observada en preséncia
de plasmina. Aixi doncs, es van incubar els mioblasts C2C12 en preséncia de plasmina
durant 30 min, 1 hi 5 h i es va comprovar el seu efecte en la fosforilacié de Erk i Akt. La

figura 51A mostra que les C2C12 incubades amb plasminogen durant 30 min 0 1 h no
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presenten cap increment en la fosforilacié de Erk i Akt respecte la mostra control. En
canvi, passades 5 h d’incubacio, quant part del plasminogen s’ha convertit en plasmina
(Fig. 50), s’observa un clar increment de la fosforilacié de Akt i Erk, respecte la mostra
control. Aquest increment, que es manté a les 24 h (Fig. 51B) és inhibit en preséncia
d’amiloride, confirmant que l'efecte del plasminogen observat a temps llargs en
mioblasts murins és degut a la seva activacié a plasmina mitjancant I'uPA sintentitzat per

les propies cél-lules.
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Figura 51. L’activacié del plasminogen a plasmina a través de uPA, induiex la fosforilacié de Erk i
Akt. Western blot de la fosforilacié de Erk i Akt i de les proteines totals. Els mioblasts C2C12 van ser
incubats amb plasminogen (Plg, 100 nM) durant 30 min, 1 h, 0 5 h (A) o bé durant 24 h en preséncia o
abséncia d’amiloride, inhibidor de uPA (B). Es mostra una figura representativa de dos experiments

individuals. S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega.

En conjunt, els resultats indiquen que I'activacié del plasminogen a plasmina a
través de I'uPA sintetitzat per les cél-lules precursores musculars indueix el mateix
efecte intracel-lular que s’ha observat en preséncia de plasmina (Fig. 51A) i genera la
mateixa resposta antiapoptotica en abséencia de sérum (Fig. 49). Aquest fet suggereix la
implicacid de la fosforilacié de Erk i Akt en aquest efecte antiapoptotic. Per comprovar la
participacio de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt en I'efecte antiapoptotic induit per la
plasmina en mioblasts murins, es va analitzar el pic subdiploide de les C2C12 incubades

amb plasmina en medi sense serum i en presencia de PD98059 o LY294002 durant 48 h.
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La figura 52 mostra que LY294002, inhibidor de la via PI3K/Akt, reverteix I'efecte
antiapoptotic de la plasmina, incrementant I'apoptosi al nivell del control (sense
plasmina). En canvi PD98052, com a inhibidor de la via MAK/Erk, sembla no induir cap

efecte en la inhibicié de I'apoptosi en preséncia de plasmina.
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Figura 52. L’activacié de la via PI3K/Akt induida per la plasmina redueix la mort per apoptosi dels
mioblasts murins. Les C2C12 van ser cultivades durant 48 h en medi sense sérum en presencia de
plasmina (Pli, 100 nM) i dels inhibidors de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt (PD98059 20 uM, i LY294002, 20
UM, respectivament). Es mostra el valor promig i la desviacio estandard de tres experiments individuals.

Analisi estadistica segons t Student on *P< 0,05, **P<0.01, respecte la mostra control.

Aguests resultats indiquen que la plasmina té un efecte antiapoptotic en mioblasts

murins i que aquest efecte és depenent de I'activacié de la via PI3K/Akt.

4.3. EFECTES EN LA MIGRACIO CEL-LULAR

Esta ampliament documentat a la bibliografia que la plasmina indueix la migracié de
diversos tipus cel-lulars com ara cél-lules del sistema inflamatori (Li et al., 2010; Syrovets

et al., 1997) o les cel-lules d’ovari de hamster xines (Majumdar et al., 2004).

L’efecte de la plasmina en la migracié dels mioblasts C2C12 i MPCs va ser analitzada
mitjancant la utilitzacié de camares de Boyden (Figs. 53A i 53B, respectivament).
Passades 24 h és va observar que la preséncia de plasmina induia la migracié dels
mioblasts murins L'augment en la migracié cel-lular no s’obtenia, en canvi, en preséncia
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de plasmina inactiva o bé en afegir EACA, resultats que indiquen que ['activitat
pericel-lular de la plasmina és també un efecte clau en la induccié de la migracié dels
mioblasts. Malgrat aquests resultats suggereixen també la participacié de les vies
MAPK/Erk i PI3K/Akt en lI'increment de la migracio cel-lular dels mioblasts en preséncia
de plasmina, ni la presencia de PD98059 ni la de LY294002 en bloquegen el seu efecte.
Aixi doncs, de forma similar al fenomen de desadheréncia, I'increment en la migracio de
C2C12 i MPCs incubades amb plasmina tampoc és causat per I'activacié de les vies

MAPK/Erk o PI3K/Akt, suggerint la participacié d’efectes extracel-lulars de la plasmina.
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Figura 53. La plasmina indueix la migracié dels mioblasts murins. (A i B) Les MPCs van ser
sembrades en cameres de Boyden coatades en la seva part inferior amb plasmina (Pli, 200 nM) o plasmina
inactiva (Pli-I, 200 nM), en presencia o absencia dels inhibidors EACA (100 mM), PD98059 (25 uM) o
LY294002 (20 uM), MAb872 (40 mg/ml), Mab875 (40 mg/ml) o Echistatina (200 nM). Es va utilitzar bFGF
(10 ng/mL) com a quimioatraient a la cambra inferior. Analisi estadistica segons test t d’Student on
**P<0.01, ***P<0.001. C) Immunofluorescéncia de les C2C12 contra actina-F mitjan¢ant faloidina després
de 24 h en medi sense sérum i en presencia o abséncia de plasmina. Imatges representatives de tres

experiments individuals.
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La tincio de les C2C12 amb faloidina permet observar una redistribucio de les fibres
d’estres (actina-F) després de 24 h d’incubacié amb plasmina (Fig. 53C). Les cél-lules es
contrauen i 'actina-F es concentra en els extrems cel-lulars obtenint un fenotip cel-lular

clarament més migratori en preséncia de plasmina.

En resum, en aquest capitol, s’"han estudiat diferents aspectes cel-lulars en els que
podria estar incolucrat I'efecte intracel-lular de la plasmina. S’ha observat que la
plasmina afecta a I'adheréncia cel-lular, indueix la migracid dels mioblasts murins i els
protegeix de I'apoptosi en abséncia de serum. Mentre que la migracié i desadherencia
cel-lular induides per la plasmina semblen no estan relacionades amb la senyalitzacio
intracel-lular induida per plasmina, s’ha demostrat que lI'efecte antiapoptotic de la
plasmina en situacions d’estrés cel-lular, com la manca de serum en el medi, és

depenent de I'activacié de la via PI3K/Akt.
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CAPITOL 5: PAPER D’EGFR EN EL MUSCUL ESQUELETIC DURANT LA MIOGENESI | LA

REGENERACIO MUSCULAR.

5.1 EXPRESSIO DE EGFR EN EL MUSCUL ESQUELETIC ADULT | EN LA REGENERACIO
MUSCULAR

El receptor del factor de creixement epitelial o EGFR ha estat involucrat directament
en processos de proliferacié i supervivencia cel-lulars (Wells, 1999; Harari et al., 2007) i
durant anys s’ha estudiat el seu paper en el desenvolupament tumoral. En teixit
muscular s’ha associat la sobreexpressié de EGFR en rabdomiosarcomes embrionaris, un
tipus de cancer en el qual les cél-lules cancerigenes provenen de cél-lules precursores
musculars, i s’ha proposat com a biomarcador en el seu diagnostic (Grass et al., 2009;
Wachtel et al., 2006). En canvi, la preséncia de EGFR o ErbB-1 en el muscul esquelétic sa
ha estat un tema controvertit i poc estudiat fins al moment. Alguns autors afirmen que
EGFR no es troba expressat en muscul esquelétic (Olwin and Hauschka, 1988; Wu and
Adamson, 1996), mentre que altres autors detecten la presencia de EGFR en el muscul
esqueletic embrionari i adult, tot i que amb un nivell d’expressié molt menor en relacié a

altres teixits com pancrees, fetge o pulmons (Peng et al., 1997).

En aquest capitol es pretén determinar I'expressié i activacié d’EGFR en muscul
esqueléetic adult sa i distrofic, aixi com la seva participacio en el procés de miogenesi o
formacid del muscul esquelétic. Per realitzar aquest estudi s’han utilitzat models
cel-lulars i dos models animals: un model muri sa (wild type, wt) i el model muri de la

distrofia muscular de Duchenne (mdx).

En primer lloc es va determinar I'expressiéo d’ EGFR mitjangcant PCR quantitativa en
el muscul gastrocnemius d’animals wt. Es va comprovar que EGFR s’expressa en el
muscul esqueletic neonatal pero la seva expressié decreix clarament amb I'edat dels
ratolins, essent la disminucido mes gran durant els 10 primers dies de vida (Fig. 54A). Per
comprovar si EGFR pot estar involucrat en processos de regeneracié muscular, es va
realitzar el mateix estudi en ratolins distrofics mdx en els quals el processos de
degeneracio/regeneracié musculars sén continus. En aquest cas, s'observa que la

expressié de EGFR no decreix durant els primers dies de vida com en els ratolins wt siné
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que I'expressio es manté amb I'edat del ratoli i, fins i tot, s’aprecia un lleuger increment

amb I'edat (Fig. 54B).
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Figura 54. Expressio de EGFR en muscul esquelétic sa o distrofic. PCR a temps real de I'expressio
relativa de EGFR en el muscul gastrocnemius d’animals salvatges (wt) (A) i d’animals distrofics (mdx) (B) a

diferents edats. Representacid individual de n=4.

Es va analitzar I'expressio i activacié de EGFR a nivell proteic per Western blot en el
muscul gastrocnemius de ratolins wt i mdx de tres mesos d’edat. La figura 55 mostra que
tant EGFR total com la seva forma fosforilada en el residu Tyr1068 (P-EGFR), un dels
residus en el domini intracel-lular que es troba fosforilat en el EGFR actiu, incrementen
significativament en els musculs gastrocnemius de ratolins mdx en comparacio els

gastrocnemius dels ratolins wt (n=3).
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Figura 55. EGFR es troba sobreactivat en ratolins distrofics mdx. A) Western blot de EGFR i EGFR
fosforilat a la Tyr-1068 (P-EGFR) en lisats de gastrocnemius de ratolins salvatges (wt) i ratolins distrofics
(mdx) de 3 mesos d’edat. S’ha utilitzat a-tubulina com a control de carrega. B) Dosimetria del Western
blot de la figura 55A. Representacid grafica del promig de I'expressié de EGFR i P-EGFR normalitzades pel
control de carrega (a-tubulina) en animals wt i mdx. Analisi estadistica segons test t d’Student. L'expressio

de P-EGFR i EGFR és significativament més elevada en ratolins mdx que en ratolins wt (* P<0.05).

El fet que el muscul esquelétic dels animals distrofics mdx, on els cicles de
degeneracid/regeneracié soén continus, mantingui elevada I'expressio de EGFR amb
I’edat (Figs. 54 i 55) i un increment en I'activitat tirosina quinasa respecte el muscul
esqueletic d’animals sans (Fig. 55), suggereix que EGFR s’activa en processos de

regeneracio muscular després d’un dany muscular.

5.2. EXPRESSIO DE EGFR EN LA REGENERACIO MUSCULAR

Per comprovar la sobreexpressié i activacid de EGFR en un procés de regeneracio
muscular es van lesionar els gastrocnemius d’animals sans mitjancant una injeccid
intramuscular de cardiotoxina, i es va analitzar I'expressio i activacié de EGFR als 2, 4i 10
dies post-ferida (d.p.f). Els resultats, que es van comparar amb els gastrocnemius
d’animals no ferits o control, mostren un clar increment en I'expressid i fosforilacié de
EGFR en els animals ferits, sobretot als 4 i 10 d.p.f, quan el procés de regeneracid

muscular és maxim (Figs. 56A i 56B).

191



RESULTATS. CAPITOL 5

2d.pf 4d.pf 10d.pf Control

B C 4.5
i
35
Control 2dpf  Adaf 10dpf £
e | E— ; k] -: .Wnlrﬂl
=1 . F ¢ Wadpf
g

" i | T
. 2-Tubulina

P-EGFR EGFR

Figura 56. L’expressio i la fosforilacié de EGFR incrementa després d’una lesié muscular. A) Tincié
hematoxilina/eosina de seccions transversals de gastrocnemius (10 um) als 2, 4 i 10 dies post-ferida amb
cardiotoxina (d.p.f). Imatges a 200 augments. B) Western blot de I'expressié de EGFR i EGFR fosforilat a la
Tyr-1068 (P-EGFR) en el muscul gastrocnemius després de 2, 4 i 10 dies de la lesié amb cardiotoxina. S’han
utilitzat musculs gastrocnemius no lesionats com a mostra control i I a-tubulina com a control de carrega.
C) Dosimetria del Western blot de la figura 42B. Representacid grafica del promig de densitats optiques
dels 3 punts per mostra. Analisi estadistica segons test t d’Student on *P<0.05 i **P<0.01 respecte la

mostra control.

En conjunt, els resultats obtinguts indiquen que EGFR s’expressa en el muscul
esquelétic adult, tot i que, la seva expressio decau rapidament després del naixement en
un muscul sa. L'increment significatiu en I'expressié i activacio de EGFR després d’un
traumatisme muscular, ja sigui per lesid o per una patologia degenerativa, suggereix
que, a diferéncia d’altres resultats publicats anteriorment (Wu and Adamson, 1996),

EGFR es troba involucrat en el procés de creixement i regeneracié musculars.
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5.3 ESTUDI DE EGFR EN EL PROCES DE MIOGENESI IN VITRO
5.3.1. Expressio de EGFR durant la miogénesi in vitro

En els ultims anys s’ha caracteritzat I'expressié dels diferents components de la
familia ErbB en muscul esqueléetic adult i mioblasts murins i s’ha descrit que EGFR, igual
gue els altres receptors de la familia ErbB, s’expressa en cel-lules satel-lit activades
(Golding et al., 2007) i potencia la seva migracid a través de la seva unid a integrines
(Chowdhury et al., 2009). Per tant, el seglient pas, ha estat comprovar I'expressio i
activacié de EGFR en mioblasts murins i determinar la seva implicacié en el procés de
miogenesi. Aquesta aproximacié s’ha realitzat utilitzant tres models diferents: cel-lules
precursores musculars murines provinents de ratolins sans (wt) o de ratolins distrofics
(mdx) i cél-lules precursores musculars humanes provinents de muscul esquelétic
d’individus sans. Aquest ultim tipus cel-lular ha estat molt amablement cedit pel Dr.
Eduard Gallardo de I'Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de

Barcelona.

En les MPCs murines, provinents tant d’animals sans (wtMPC) com d’animals
distrofics (mdxMPC), es produeix la desfosforilaci6 de EGFR un cop iniciat el procés de
diferenciacié muscular (Figs. 57A i 57B, respectivament). Aquesta desfosforilacid es veu
acompanyada també per la disminucid de I'expressié de EGFR total, que deixa
d’expressar-se totalment a 24 h de diferenciacié. L’inici del procés de diferenciacio
miogenica comenga amb un augment en I'expressid de miogenina, marcador de
diferenciacié primerenca. La miogenina, que és practicament absent en mioblasts en
proliferacid, incrementa en iniciar el procés de miogenesi i presenta un pic d’expressio
entre les 18 h i les 24 h en medi de diferenciacié in vitro, a partir del qual torna a

disminuir.
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Figura 57. L'expressio i fosforilaci6 de EGFR disminueix en iniciar-se la diferenciacié6 miogénica.

Western blot de I'expressié de EGFR total i EGFR fosforilat a la tirosina indicada (Tyr1068 i Tyr1173) en

mioblasts murins wt sans (WtMPC) (A), mioblasts murins distrofics (mdxMPC) (B) i mioblasts humans sans

(hMPC) (C) en GM i en DM a diferents temps. La miogenina i la MHC s’utilitzen com a marcadors de

diferenciacié. S’ha utilitzat I’ a-tubulina com a control de carrega. Les imatges corresponen a

immunocitoquimiques contra eMHC de wtMPC i mdxMPC en estat proliferatiu (GM) i diferenciades

(després de 48h en DM) (A i B, respectivament); o be imatges de contrast de fases de hMPC en

proliferacié (GM) i diferenciades (després de 5 dies en DM) (C). Imatges realitzades a 200 augments.
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En MPCs humanes (hMPC) el procés de diferenciacié és més lent que en les MPCs
murines i pot arribar a tardar entre 10 i 15 dies a completar-se. Tot i aixi, el procés de
desfosforilacié de EGFR té lloc durant les primeres hores en medi de diferenciacié, igual
gue en les MPCs murines, i es manté a 1 i 5 dies (Fig. 57C). De la mateixa manera,
s’observa una clara correlacid entre I'expressié de EGFR i la seva fosforilacio a la
Tyr1068, indicant que la inactivacié de la proteina condueix també a una reduccié en la
seva expressid o viceversa. En el cas de les MPCs humanes es veu clarament que, en
primer lloc, es produeix |la desfosforilacido de EGFR, tant a la Tyr1068, com a la Tyr1173

del domini intracel-lular de EGFR, seguida de la disminucid de I'expressio de la proteina

5.3.2. Efectes de la inhibicio de EGFR en la miogénesi

Observant el fenomen de desfosforilacid i infraexpressié de EGFR un cop iniciat el
procés de miogenesi, el seglient pas va analitzar I'efecte d’inhibidors de I'activitat

tirosina quinasa de EGFR en la miogenesi in vitro.

En els ultims anys s’han desenvolupat una gran varietat d’inhibidors de EGFR degut
a la seva sobreexpressio en una gran part de cancers i la seva implicacié en la progressié
tumoral. Tot i aixi, la majoria d’inhibidors son especifics d’especie i, generalment s’han
desenvolupat contra receptors humans i molts d’ells no tenen efecte en models murins

(Citri and Yarden, 2006; Hynes and Lane, 2005).

Per realitzar aquest estudi es van utilitzar dos analegs d’ATP considerats inhibidors
especifics de I'activitat tirosina quinasa de EGFR, tant en models humans com en models
murins. Aquests sén el producte AG1478, utilitzat com a compost antiproliferatiu en
diversos estudis amb cél-lules cancerigenes (Agaev et al.,, 2008; Ellis et al., 2006;
Muslimov, 2008; Zhu et al., 2001) i I'lressa, comercialment conegut com a Gefitinib
(Dassonville et al., 2007; Johnson, 2009). L'efecte d’aquest inhibidors sobre la
fosforilacié i expressié de EGFR en MPCs murines en proliferacid i diferenciacié es recull
a la figura 58. S'observa que tant AG1478 com Iressa actuen inhibint la fosforilacid i

conseqlient activacié de EGFR, tant en GM, on la fosforilacié de EGFR és maxima, com
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12 h després de substituir el medi de proliferacié per DM, quan la fosforilacié de EGFR

ha comengat a decaure i 'incrementa I'expresso de miogenina.
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Figura 58. AG1478 i Iressa inhibeixen I'activitat tirosina quinasa de EGFR en mioblasts murins.
Western blot de la expressio i fosforilaciéo de EGFR a la Tyr1068. Les MPCs murines es van cultivar en medi
de proliferacié (GM) o de diferenciacié durant 12 h (DM) en preséncia de AG1478 (AG, 10 uM), Iressa (Ir,
1,5 uM) o vehicle (control). Les mostres control corresponen a les no tractades amb els inhibidors. S’ha

utilitzat la miogenina com a marcador de diferenciacié miogenica i la B-actina com a control de carrega.

Un cop comprovada l'efectivitat dels inhibidors AG1478 i Iressa en mioblasts
murins, es va analitzar quin és el seu efecte en el procés de miogenesi. Tal com es
mostra en la immunocitoquimica contra eMHC (Fig. 59A), AG1478 indueix un increment
significatiu en el nombre i tamany de fibres musculars durant el procés de diferenciacio
miogénica. Els resultats mostren que, després de 18 h, la presencia de AG1478
incrementa en un 9,9% * 2,8% el ratio de fusio respecte el control. A les 24 hi 48 h
I'increment del ratio de fusié en preséncia de AG1478 és de 13,8 +1,6% i de 22,8 + 1,6%,
respectivament. Iressa també indueix un increment en l'index de fusidé respecte el

control, pero aquestes diferéncies no sén significatives.
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Figura 59. AG1478 incrementa I'index de fusié de les MPCs. A) Analisi de I'expressié de eMHC per
immunocitoquimica en MPCs wt cultivades en medi de creixement (GM) o en medi de diferenciacié (DM)
en presencia de AG1478 (10 uM), Iressa (1,5 uM) o vehicle (control) durant diferents temps (18 h, 24 h i
48 h). B) Calcul del ratio de fusid observat en la tincié per eMHC segons el nombre de nuclis que formen
part de fibres de més de dos nuclis, en relacié al total de nuclis. Es mostren les imatges a 200 augments i
els calculs del ratio de fusié d’un experiment representatiu de quatre. Analisi estadistica segons t

d’Student on *P<0.05; ***P<0.001.
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En el seglient pas, es va analitzar I'expressi6 de miogenina i de MHC, com a
marcadors de diferenciacido miogénica temprana i tardana, respectivament, en preséncia
de AG1478. La figura 60A mostra que en presencia de AG1478 es manté el pic
d’expressié de la miogenina a les 18 h i I'increment de MHC observat a les 24 h, igual
gue les MPCs murines no tractades. Aixi mateix, la presencia de AG1478 no produeix cap
increment o acceleracio en I'expressié d’aquests marcadors en relacio al control (Fig.

60).

En analitzar I'efecte d’lressa en I'expressid de miogenina, s'observa que, de la
mateixa manera que AG1478, Iressa defosforila EGFR i manté el pic d’expressié de la
miogenina a les 18 h (Fig. 60B). En aquest cas, pero Iressa no indueix significativament la

fusid miogénica (Fig. 59B).

La manca de variacié en el patré d’expressié de marcadors de diferenciacio i fusié
miogenics entre les mostres control i les tractades amb AG1478 o Iressa indica que
I'efecte de AG1478 com a inductor del procés de fusié dels mioblasts no es pot explicar

per una acceleracio o increment en I’expressié de marcadors miogenics.
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Figura 60. AG1478 no afavoreix I’expressi6 de marcadors de miogénesi ni de fusié en cél-lules
musculars. Analisi per Western blot de I'expressié de marcadors de diferenciacié miogenica, com la
miogenina i el MHC, en MPCs wt. Les MPCs wt van ser cultivades en medi de diferenciacié durant 18 h
(DM18h) i 24 h (DM24h) en presencia de AG1478 (10 uM) (A), Iressa (1,5 uM) (B) o vehicle (control). S’han

utilitzat I'a-tubulina i la B-actina com a controls de carrega, respectivament.
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Per comprovar si la inhibicié de EGFR també indueix el ratio de fusié dels mioblasts
provinents de ratolins distrofics, es van tractar les MPCs de ratolins mdx en preséncia de
AG1478 in vitro. La figura 61, on es recullen els resultats de la immunocitoquimica
contra eMHC, mostra un increment de la fusi® miogenica en presencia de AG1478
comparable al que s’obtenia amb MPCs de ratolins salvatges o wt (Fig. 59). En aquest
cas, després de 18 h en medi de diferenciacid i en preséncia de AG1478 s’obté un
increment en I'index de fusié del 15,3% * 1,6% , respecte les mostres control. A les 24 h i
48 h l'increment en I'index de fusié en preséncia de AG1478 és del 24% + 3,5% i del

22,2% + 3,3%, respectivament, en comparacio els controls (Fig. 61B).

La preséncia d’lressa, tot i generar una tendéencia a augmentar el ratio de fusié
respecte les mostres control, no produiex un increment estadisticament significatiu en la

fusido miogénica de les MPCs d’animals mdx (Fig. 61B).

Tal com s’havia procedit amb les MPCs wt, es va comprovar |'efecte de AG1478 en
I’expressié de marcadors de diferenciacio i fusid miogenics en MPCs de ratolins distrofics
mdx. Es va observar que, igual que les MPCs wt, les MPCs mdx presenten un pic
d’expressié de miogenina a les 18 h en diferenciacio, i no hi ha variacié en aquest patré

d’expressié de la miogenina en presencia de AG1478 (Fig. 62).
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immunocitoquimica contra eMHC. Les MPCs mdx es van cultivar en GM o bé en DM en preséncia de
AG1478 (10 uM) o Iressa (1,5 uM) durant diferents temps (18 h, 24 h i 48 h). B) Calcul del ratio de fusié
segons el nombre de nuclis que formen part de fibres de mes de dos nuclis, en relacio al total de nuclis. Es

mostren les imatges a 200 augments i els calculs del ratio de fusié d’un experiment representatiu de
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Figura 61. AG1478 incrementa l'index de fusié en MPCs d’animals distrofics mdx. A) Analisi
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quatre. Analisi estadistica segons t d’Student on *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Figura 62. Expressio de diferents marcadors de diferenciacio miogénics en mdx. Analisi per Western
blot de I'expressié de EGFR fosforilat a la Tyr1068, de |'expressié de miogenina i Akt total i fosforilat en
MPCs mdx. Les MPC mdx van ser cultivades en GM i en DM durant 18 h i 24 h en presencia de AG1478 (10

KUM) o vehicle. S’ha utilitzat I'a-tubulina com a control de carrega.

Un increment en I'index de fusid podria estar indicant I'inici d’'un procés hipertrofic,
el qual esta relacionat amb un increment en la fosforilacié d’Akt en el teixit muscular
(Bodine et al.,, 2001; Rommel et al., 2001). En analitzar I'estat d’activacio de Akt en
preséncia de AG1478 s’observa que I'expressié d’Akt fosforilat no varia en presencia de
AG1478 en condicions de diferenciacié miogenica (Fig. 62). Aixi doncs, es pot excloure
gue AG1478 estigui provocant una resposta hipertrofica en el muscul esquelétic

miodistrofic.

5.3.3. Efectes de la menadiona com a inductor de I’activacio de EGFR

EGFR és un receptor transmembrana que en ser activat s’autofosforila en diferents
residus de tirosnina situats al seu domini intracel-lular. Els diferents residus fosforilats
permeten el reclutament de diverses proteines adaptadores que desencadenen
I"activacio de la senyalitzacié intracel-lular a través de diferents vies de senyalitzacid. A la
literatura s’ha descrit que la menadiona (2-metil-1,4-naptoquinona) o vitamina Ks, es

una quinona altament oxidant i acilant capa¢ d’activar EGFR en abséncia de lligand
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bloguejant-ne la desfosforilaci6 mediada per fosfatases (Abdelmohsen et al., 2003;

Perez-Soler et al., 2011).

Havent observat que EGFR es desfosforila en iniciar el procés de diferenciacié
miogénica (Fig. 57), es va determinar |'efecte de la menadiona (MQ), com a inhibidor de

la desfosforilacidé de EGFR, durant la diferenciacié de les MPC wt.

Tal com mostren les imatges de la figura 63A, a les 24 h en preséncia de MQ encara
no s’ha iniciat el procés de fusié cel-lular de les MPCs, en canvi en el control ja s’aprecien
clarament un gran nombre de miotubs. A les 48 h, les MPCs tractades amb MQ just
inicien el procés de fusié donant lloc als primers miotubs, mentre que les MPCs control
ja presenten uns miotubs de gran tamany i madurs. Aquests resultats indiquen que la
presencia de menadiona retarda el procés de fusid dels mioblasts murins in vitro, efecte
contrari al de AG1478, inhibidor de l'activitat de EGFR i suggereixen la necessitat

d’inhibicié de EGFR per iniciar el procés miogénic.

L’analisi de marcadors de diferenciacié miogenica recollit a la figura 63B mostra que
la presencia de MQ provoca el retard en I'expressié de marcadors de diferenciacié
primerencs, com la miogenina, i més tardans, com eMHC, coincidint amb el retard en el
procés de miogenesi observat en la figura 63A. Aquests resultats podrien confirmar la
participacié de EGFR en el procés de miogenesi en les MPCs, pero, en comprovar
I’expressid i fosforilacio de EGFR a diferents temps no es van apreciar diferéncies entre
les mostres control i les tractades amb MQ. Per altra banda, I'increment en la dosi de
menadiona utilitzada produia un potent efecte citotoxic en les MPCs (resultats no
mostrats), ja descrit anteriorment en cél-lules musculars (Chiou et al., 2003; Lim et al.,
2008). Aixi doncs, no hem pogut detectar |'efecte de la menadiona sobre I’activacié de
EGFR i, per tant, no es pot descartar que I'efecte antimiogénic de la menadiona es degui

a algun altre factor de creixement.
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Figura 63. La menadiona inhibeix els processos de diferenciacid i fusié dels mioblasts. Les MPCs es
van cultivar en DM en presencia de menadiona (MQ, 6 uM) o vehicle durant diferents temps. A) Imatges
dels cultius de MPCs wt en presencia i abséncia de MQ a les 24 h i a les 48 h a 200 augments. B) Western
blot de les MPCs wt cultivades en GM o en DM en presencia o abséncia de MQ, 6 uM a diferents temps.
Expressié dels marcadors miogénics miogenina i MHC, aixi com EGFR total i fosforilat a la Tyr1068. S’ha

utilitzat a-tubulina com a control de carrega.

5.3.4. Analisi de la silenciacio del gen de EGFR en la miogénesi

Per poder confirmar el paper de EGFR en la diferenciacié miogénica, es va optar per
realitzar una inhibicié transitoria del gen de EGFR mitjancant siRNA. La silenciacié de
EGFR va ser observada per Western blot després de 24 h de la transfeccié amb siEGFR o
siCtr (Fig. 64A). Mentre les MPCs transfectades amb siEGFR no presentaven expressié de

EGFR total o fosforilat en medi de creixement, les MPCs silenciades amb siCtr mantenien

203



RESULTATS. CAPITOL 5

I'expressid i fosforilaci6 de EGFR observada en les MPCs en creixement. Aquesta
silenciacié de EGFR va permetre observar una disminucié en el nombre de MPCs
adherides i viables després de 24 h en GM o DM, respecte les no silenciades (siCtr) (Fig.
63B). Aixi doncs, es va quantificar la mort cel-lular de les MPCs transfectades silenciades
o no per EGFR mitjangant la incorporacié de iodur de propidi (Fig. 63C). L'increment de
la mort cel-lular observada en abséncia de EGFR indica la participacié d’aquest receptor
en la supervivencia i viabilitat cel-lular dels mioblasts murins en proliferacié i durant els

primers estadis de diferenciacid muscular, quan EGFR s’expressa i és actiu.
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Figura 64. El silenciament de EGFR indueix la mort dels mioblasts murins. Les MPCs wt
transfectades amb siRNA especific contra EGFR (siEGFR, 80 nM) o un siRNA control (siCtr, 80 nM), durant
12 h, es van cultivar en GM DM durant 24 h més. A) Western blot de I'expressié de EGFR i la seva forma
fosforilada a la Tyr1068 després de 24 h de la transfeccié en GM. B) Imatge en camp clar a 200 augments
de les MPCs transfectades després de 24 h en GM o DM. C) Mort cel-lular (%) per incorporacié de lodur de
propidi de les MPCs transfectades. Figures representatives de tres experiments individuals. Analisi

estadistica t Student on **P<0.01.
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Tot i que la silenciacio de EGFR disminueix la supervivencia dels mioblasts murins en
creixement, els mioblasts que sobreviuen mantenen la capacitat de diferenciar-se i

fusionar-se en medi de diferenciaci6 (Fig. 64B).

En analitzar I'efecte de la silenciacié de EGFR en els procés de miogénesi mitjancant
una immunocitoaquimica contra eMHC es va observar que el ratio de fusié de les MPCs
silenciades per EGFR és un 10% + 3% més elevat que el de les MPCs siCtr (Fig. 65B).
Aguests resultats indiquen que la silenciacié de EGFR estimula la fusid dels mioblasts
murins. A més, cal tenir en compte que el ratio de fusié dels mioblasts en cultiu varia
amb la densitat cel-lular, i els cultius de MPCs silenciats per EGFR, on s’indueix mort
cel-lular, sempre presenten una menor densitat cel-lular en comparacié els cultius
transfectats amb siCtr, fet que dificulta el procés de fusié miogénica. Tot i aixi, els
mioblasts silenciats per EGFR presenten una elevada mort cel-lular, perd entre les
cél-lules que sobreviuen, el ratio de fusié és més elevat que en les MPCs control (Fig.

65A).

Per analitzar I'especificitat de AG1478 sobre EGFR, es va determinar si la preséncia
de AG1478 produia algun efecte en el ratio de fusié de les MPCs silenciades per EGFR.
Aixi doncs, es van incubar les MPCs transfectades amb siEGFR i siCtr en preséncia de
AG1478 o de vehicle durant 48 h en medi de diferenciacid. Els resultats obtinguts,
recollits a la figura 65B, indiquen un increment del 24% + 2% en I'index de fusié de les
MPC siCtr. Auquest increment es veu considerablement reduit en les MPCs siEGFR, on
passa a ser del 10% * 2%. Aquesta disminucio en la resposta de les MPCs silenciades per
EGFR a lI'increment en el ratio de fusid en preséncia de AG1478 suggereix que AG1478

indueix la fusié dels mioblasts murins a través de la desfosforilacié de EGFR.
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Figura 65. La silenciacié de EGFR incrementa I'index de fusié dels mioblasts murins. A) Expressié de
eMHC per immunocitoquimica de les MPCs tranfectades amb siRNA contra EGFR (siEGFR, 80 nM) o amb
un siRNA aleatori inespecific (siCtr, 80 nM) durant 12 h i incubades, posteriorment, en medi de
diferenciacié durant 24 h més en preséncia de AG1478 (10 uM) o vehicle (control). Imatges a 200
augments. B) Calcul de I'index de fusié definit com el nombre de nuclis que formen part de fibres de més
de dos nuclis, en relacié al total de nuclis. Es mostren les imatges representatives de dos experiments

individuals. Analisi estadistica segons t d’Student on *P<0.05; ***P<0.001.

Tots els resultats mostrats en aquest capitol indiquen que EGFR s’expressa i és actiu
en mioblasts murins en creixement i que la seva expressi6 i fosforilacié decau un cop
iniciat el procés de diferenciacido miogenica. La inhibicié de I'activitat tirosina quinasa de
EGFR mitjangant AG1478 i Iressa indueix un increment en la fusio dels mioblasts murins
en diferenciacid, essent 'efecte de Iressa molt més lleu que el de AG1478. La silenciacié
especifica de EGFR mitjancant siRNA transitori també confirma la participacié d’aquest

receptor en la supervivéncia del mioblasts.

5.4. EFECTE DE L’INHIBIDOR DE EGFR, AG1478, EN LA REGENERACIO MUSCULAR DEL
RATOLI DISTROFIC mdx

Un cop descrit l'increment en I'expressio de EGFR en processos de regeneracio
muscular i de distrofia, i determinada la participacio de EGFR en la fusié dels mioblasts

murins in vitro, es va analitzar I'efecte de AG1478 en la regeneracié muscular in vivo i es
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va considerar el seu potencial miogenic com un possible efecte terapeutic en animals

distrofics.

A la literatura, existeixen diversos estudis en que s’administra AG1478 com a
antitumoral (Ortiz et al., 2008) o antiinflamatori (Flamant et al., 2012; Xu et al., 2011)
perd la concentracido d’AG1478 utilitzada i el patré d’administracié séon molt amplis i
variats. Per aquest motiu, es va realitzar un estudi preliminar en el que es va administrar
AG1478 0,8 mg/Kg per via intraperitoneal a animals distrofics mdx, el model muri de la
distrofia muscular de Duchenne. L’administracié de AG1478 es va realitzar en dies
alternats a partir dels 15 dies de vida dels animals, poc abans de que apareguin els
simptomes de la distrofia, fins als 30 i 90 dies de vida. Es van emprar quatre animals per
condicié i els animals control se’ls va administrar solucio salina amb el vehicle. Es va
monitoritzar el pes dels animals al llarg de I'experiment, les mostres de teixit es van
processar i analitzar histologicament i es van mesurar els nivells de creatina quinasa en

sang, com a marcador de miodistrofia.

La representacié del pes dels animals al llarg de I'experiment permet detectar
rapidament problemes de toxicitat o canvis en el metabolisme i la massa corporal.
L’absencia de diferéncies entre els valors promig dels animals tractats amb AG1478 i
animals control ens indica que la dosi de AG1478 administrada no és toxica ni indueix

cap alteracié metabolica apreciable (Fig. 52).

35
30
25
20 Vehicle
15
10

Pes g)

—AGl478

Edat (d

Figura 66. Corba de creixement dels animals tractats amb AG1478 o vehicle. Monitoritzacié del pes

dels animals mdx tractats amb AG1478 o vehicle des dels 15 dies de vida fins als tres mesos d’edat (n=4).
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En els animals mdx, el muscul esquelétic es caracteritza per la preséncia de zones
danyades on s’observa I'acimul de cél-lules mononucleades i matriu extracel-lular, i
zones en regeneracid, que s’identifiquen per la preséncia de fibres de diferents tamanys
amb els nuclis en posicio central. En les distrofies progressives, com en el ratoli mdx, la
simptomatologia s’agreuja amb I'edat, incrementant I'area muscular danyada, respecte
I'area en regeneracid. El muscul d’un ratoli sa (wt), en canvi, presenta un tamany de
fibres molt homogeni i amb els nuclis en posicié clarament lateral. Aquestes diferencies
histologiques entre ratolins mdx i wt es poden apreciar a la figura 67A, on es recullen les
imatges representatives de les tincions per H/E de seccions histologiques transversals
del muscul gastrocnemius dels animals mdx de 30 i 90 dies d’edat tractats amb AG1478
o vehicle. Els animals mdx de 30 dies d’edat comencen a presentar petites arees de
degeneracio, identificades per la clara acumulacié de cel-lules mononucleades d’origen
muscular i inflamatori. Aquestes arees son més grans i abundants en ratolins de 90 dies
d’edat. Per altra banda, també incrementa el nombre de fibres musculars amb els nuclis
en posicié central amb I'edat del ratoli, indicant un increment en el nombre de fibres en
procés de regeneracid. En els tractaments amb AG1478, els ratolins de 30 dies no
presenten diferéncies histologiques en comparacié els animals administrats amb vehicle.
En canvi, els animals de 90 dies tractats amb AG1478 presenten una tendéncia a
disminuir I'area de degeneracio i el percentatge de fibres en regeneracio (Figs. 67A i
67B, respectivament) en comparacié als animals tractats amb el vehicle, tot i que els
resultats obtinguts no son significatius estadisticament. Aquesta tincid, que també es va
realitzar en el muscul diafragma va donar lloc a resultats molt similars (resultats no

mostrats).
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Figura 67. AG1478 tendeix a disminuir el fenotip distrofic dels animals mdx. A) Tincio H/E de
seccions transversals de 10 um del muscul gastrocnemius d’animals mdx de 30 dies i 90 dies d’edat
tractats amb AG1478 0,8 mg/Kg o vehicle. Imatges a 200 augments. B) Recompte de I'area de degeneracié
respecte |'area total analitzada en unitats relatives (U.R). C) Representacié grafica del percentatge de
fibres en regeneracid caracteritzades per la presencia del nucli en posicié central. Es mostra la mitjana i

I’error relatiu de n=4.
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Una tincié molt utilitzada per mesurar el dany causat per les distrofies musculars és
la tincio per blau d’Evans, un colorant vital que s’uneix a I'albumina de la sang i emet
fluorescéncia vermella. Aquesta tincid permet la identificacido visual de les fibres
danyades, on s’ha produit la disrupcié del sarcolemma i la conseqlient extravasacio
sanguinia. L'increment en el nombre de fibres tenyides per blau d’Evans indica un
increment del dany muscular i en permet fer-ne la quantificacié. Aquesta tincié va ser
analitzada en seccions transversals del muscul diafragma, el muscul més afectat en el cas

de la distrofia muscular de Duchenne i els resultats es recullen a la figura 68.

Mentre que els musculs dels ratolins wt no presenten fibres positives per blau
d’Evans, en els musculs dels animals mdx s’observa un increment de fibres amb |'edat
del ratoli. Aquest augment progressiu en el nombre de les fibres positives en els ratolins
mdx indica un increment del dany muscular amb I'edat de I'animal, consistent amb el
caracter progressiu d’aquesta distrofia (Fig. 68A). No s’observa diferencia en el nombre
de fibres danyades en els animals mdx de 30 dies d’edat tractats amb AG1478, respecte
els tractats amb vehicle. D’altra banda, pero, indueix una disminucié en el nombre de
fibres positives en els animals de 90 dies d’edat, tot i que les diferéncies observades no

son significatives estadisticament.
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Figura 68. AG1478 tendeix a reduir el dany muscular en animals mdx. A) Tincié per blau d’Evans de
seccions transversals del muscul diafragma (8 um) de ratolins mdx de 30 i 90 dies d’edat tractats amb
AG1478 0,8 mg/Kg o vehicle (Imatges a 100 augments). B) Representacié grafica del el promig de fibres

positives per blau d’Evans (BE) i de I’error relatiu de n=4

Un altre parametre molt utilitzat per analitzar el dany muscular és I'analisi de
I"activitat creatina quinasa en serum sanguini. La creatina quinasa és un enzim muscular
gue es troba en baixa concentracié en el serum sanguini en condicions no patologiques.

En produir-se un dany muscular i la conseqient ruptura fibrilar, s’allibera el contingut de
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les fibres al torrent sanguini i 'enzim pot ser detectat facilment mitjancant un assaig
d’activitat enzimatica. La figura 69 recull I'activitat creatina quinasa en els serums
d’animals mascles wt i mdx de tres mesos d’edat tractats cada dos dies amb AG1478 o
amb vehicle. S'observa una diferéncia clarament significativa entre I'activitat creatina
quinasa dels animals wt, que es situa entorn les 150 U/I, i la dels animals mdx, que
supera les 2000 U/I. El tractament amb AG1478, perd, no sembla produir cap
modificaciéd en I'activitat creatina quinasa del serum sanguini, indicant que el dany

muscular generalitzat no millora en preséencia de AG1478.
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Figura 69. Analisi de I’activitat creatina quinasa en sérum en animals wt i mdx tractats durant 3
mesos amb AG1478. Els animals van ser tractats amb AG1478 0,8 mg/Kg o vehicle cada dos dies a partir

dels 15 dies d’edat fins als 3 mesos. L’activitat creatina quinasa (U/L) va ser analitzada en sérum sanguini

(n=4). L’analisi estadistica es va realitzar segons el test t de Student on *** P< 0.001.

A grans trets, les analisi histologiques per H/E i blau d’Evans semblen indicar la
tendéncia a una millora del fenotip distrofic dels ratolins mdx tractats amb AG1478 fins
als 90 dies d’edat en comparacié els animals administrats amb vehicle. Tot i aixi,
I’elevada variabilitat individual i el baix tamany mostral (n=4) poden ser, en part, la causa

de la manca de resultats significatius.

Per altra banda, I'abséncia de diferéncies en I'activitat creatina quinasa entre els
animals control i els animals tractats amb AG1478 suggereix que la dosi i la pauta

d’administracié podria haver estat subestimades.
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Es va realitzar, doncs, un assaig dosi-resposta dels animals animals mdx tractats amb
AG1478. Es va administrar per via intraperitoneal 'AG1478 o el vehicle en dosi de 0.8
mg/Kg (la dosi utilitzada en I'experiment preliminar), 10 mg/Kg i 20 mg/kg. Els animals
van ser sacrificats 1 h després de la injeccid i es va analitzar la fosforilacié de EGFR en el
muscul gastrocnemius per Western blot. Segons aquest estudi, representat a la figura
70, la dosi de 0.8 mg/Kg de AG1478 administrada via intraperitoneal no és suficient per
reduir la fosforilacié de EGFR del muscul esquelétic i, aquesta podria ser la causa de no
haver observat diferéncies significatives entre els animals mdx tractats amb AG1478 0.8
mg/kg i els animals tractats amb vehicle. Els resultats obtinguts indiquen que la
concentraci6 de AG1478 adequada per assolir una disminucié detectable de la
fosforilacié de EGFR és de 20 mg/kg, unes 25 vegades més elevada a la realment es va

administrar en el primer assaig (Fig. 70).
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Figura 70. Efecte dosi-resposta de AG1478 en el muscul esquelétic. Analisi mitjangant Western blot
de I'expressio de EGFR i |la seva forma fosforilada a la Tyr1068 en el muscul gastrocnemius d’animals madx
tractats amb dosi creixents de AG1478 (0.8, 10 i 20 mg/kg) o amb la dosi de vehicle corresponent a la dosi
maxima de AG1478. Els musculs van ser recollits a 1 h de I"administracié intraperitoneal de AG1478 o

vehicle. Es va utilitzar a-tubulina com a control de carrega (n=3).

Un cop determinada la dosi de AG1478 i, tenint en compte la farmacocinética del
producte i la gran variabilitat individual, s’ha considerat augmentar la freqléncia

d’administracid i incrementar el nombre d’animals a tractar en el proper experiment.

Els experiments per analitzar I'efecte d’'una dosi efectiva de AG1478 en models
animals de regeneracié muscular s’estan portant a terme actualment i permetran
confirmar in vivo I'efecte de la inhibicié de EGFR en la regeneracié muscular, com ja s’ha

desmostrat el seu paper en la miogénesi in vitro.

213



214



DISCUSSIO

215



216



DISCUSSIO

1. PARTICIPACIO D’ALFA-ENOLASA EN LA MIOGENESI | LA REGENERACIO MUSCULAR

La proteodlisi associada a la superficie cel-lular és un mecanisme habitual en diversos
processos fisiologics i patologics que requereixen la remodelacié de la matriu
extracel-lular (Miles et al., 2005; Qiu et al., 2007). La miogénesi i la regeneracié muscular
en son un exemple (Carmeli et al.,, 2004; Chen and Li, 2009; Nagamine et al., 2005;

Suelves et al., 2005).

El conjunt de resultats obtinguts per el nostre grup i altres, indiquen que I'activacié
del plasminogen via uPA és necessaria per la correcta regeneracié muscular i
suggereixen que l'alfa-enolasa, podria tenir un funcié clau en aquest procés en el seu

paper com a receptor del plasminogen.

Estudis inicials del grup van mostrar un increment de I'expressié de |'alfa-enolasa
durant el procés miogenic in vitro, coincidint amb un increment en l'activitat de Ila
plasmina (Lopez-Alemany et al., 2005) i un augment de la unié de plasminogen a al
superficie dels mioblasts murins (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008). Amb I’ajut
de 2 inhibidors: MAb11G1, un anticds monoclonal contra alfa-enolasa generat en el
nostre grup i que bloqueja la seva unid al plasminogen (Lopez-Alemany et al., 2003a) i
I’'EACA, un analeg de lisina que impedeix la unié del plasminogen/plasmina a qualsevol
receptor de la superficie cel-lular (Irigoyen et al., 1999), es va mostrar una disminucid en
la diferenciacio i la fusi6 miogenica dels mioblasts murins tractats amb MAb11G1 o
EACA, aixi com una reduccié en la seva capacitat de proliferacid i migracid, resultats
equivalents als obtinguts amb amb mioblasts deficients per uPA (Munoz-Canoves et al.,
1997). Analogament, el tractament amb MAb11G1 o EACA de teixit muscular en
regeneracié provocava l'acumulacié de teixit necrotic i diposits de col-lagen a 'area
muscular danyada, aixi com una manca de reclutament de monocits, macrofags i
limfocits tal com s’havia descrit anteriorment en animals deficients en Plg o en uPA (Lluis
et al., 2001; Suelves et al., 2002; Suelves et al., 2007). Aquests resultats preliminars
suggerien que no només és necessaria |'activitat de la plasmina en I'eliminacié del teixit
necrotic i en la correcta infiltracié del sistema inflamatori en el muscul danyat (Suelves

et al., 2007), sind que aquesta activitat s’ha de trobar associada a la superficie cel-lulari
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suggereixen l'alfa-enolasa com a principal receptor del plasminogen involucrat (Tesi

Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008).

Aixi mateix, la unié del plasminogen a alfa-enolasa a la superficie dels mioblasts
murins sembla ser necessaria per la correcta diferenciacié miogénica. La participacié de
I'alfa-enolasa en la diferenciacid i fusido dels mioblasts murins podria suposar un nou
punt de regulacié del procés miogénic. Aixi doncs, el primer dels objectius d’aquesta tesi
doctoral ha estat completar I'estudi sobre el paper de I'alfa-enolasa en el procés de
diferenciaci6 miogénica in vitro i la seva participacid en el procés de regeneracid

muscular in vivo.

Un cop comprovat que tant el plasminogen com la plasmina s’uneix als mioblasts
murins C2C12 i MPCs i que aquesta unid té lloc a través dels LBS a residus de lisina C-
terminals de la membrana cel-lular (Figs. 19 i 20), es va analitzar I'efecte de MAb11G1,
I’'anticos monoclonal especific contra alfa-enolasa creat anteriorment en el nostre grup, i
que de forma molt similar a 'EACA, bloqueja aquesta unié per complert (Fig. 21).
Aguests resultats equivalents entre EACA i MAb11G1, que coincideixen amb els analisis
previs del grup on s’havia estudiat la unié de plasminogen biotinilat a la membrana de
les MPCs (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008), suggereixen la participacié d’alfa-
enolasa com a principal receptor del plasminogen/plasmina en les cel-lules precursores

musculars.

L’alfa-enolasa, juntament amb la beta-enolasa i la gamma-enolasa sén les tres
isoformes d’enolasa conegudes en mamifers. Estan codificades per tres gens diferents:
ENO1, ENO3 i ENO2, respectivament, i presenten diferent distribucié tissular (Zomzely-
Neurath, 1982). Tot i que s’ha descrit la presencia d’alfa-enolasa en el teixit muscular
(Lopez-Alemany et al., 2005; Merkulova et al., 2000), la seva expressié és minoritaria
(Merkulova et al., 2000). La isoforma majoritaria i especifica del muscul esquelétic i
cardiac és la beta-enolasa (Merkulova et al., 1997; Taylor et al., 1995), essent la
responsable del 90% de I'activitat enolasa en aquest teixit (Keller et al., 1992; Merkulova
et al., 2000). L'expressid de beta-enolasa incrementa durant del procés miogenic i es
descriu com un marcador miogénic primarenc (Fougerousse et al., 2002; Peltzer et al.,

2010). A més, la seva deficiencia s’associa a una miopatia metabolica humana poc
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frequent (Comi et al., 2001a). Per altra banda, I'expressié de gamma-enolasa, especifica
del teixit nervids, queda limitada a les regions neuromusculars del muscul esquelétic

(Merkulova et al., 2000).

A diferencia de la gamma-enolasa, les isoformes alfa- i beta-enolasa presenten
residus de lisina en el seu extrem C-terminal que els permeten unir el plasminogen
(Merkulova et al., 1997; Redlitz et al., 1995) pero només I'alfa-enolasa ha estat descrita a
la superficie a la superficie de diferents tipus cel-lulars entre els que trobem monocits,
macrofags, cél-lules B i T, cél-lules endotelials i cel-lules neuronals (Dudani et al., 1993;
Nakajima et al., 1994; Redlitz et al., 1995). Els nostres resultats, perd, mostren que les
dues isoformes (alfa i beta) es localitzen tant a la fraccio de membrana com a la fraccio
citoplasmatica dels mioblasts C2C12 (Fig. 37) i que malgrat MAb11G1 va ser dissenyat
contra la isoforma alfa-enolasa, aquest anticds monoclonal també reconeix la isoforma
beta-enolasa (Fig. 22C). Aquest fet, no es tan sorprenent si tenim en compte que les
dues isoformes presenten més del 90% d’identitat en la seva estructura primaria. Per
poder discernir entre les dues isoformes vam haver de recdrrer a I'Us d’anticossos
especifics no comercials contra alfa-enolasa o beta-enolasa obtinguts en el laboratori de

la Dra. A. Keller (CRRET, Universitat de Paris, Franga).

Es va procedir, per tant, a la obtencidé d’'un nou anticos monoclonal molt més
especific contra la isoforma alfa-enolasa igualment capac de bloquejat la unié del
plasminogen a [l'alfa-enolasa (Fig 22 i 23, respectivament). Aquest nou anticos
monoclonal, generat en col-laboraci6 amb I'empresa Abyntek Biopharma (Bilbao,
Espanya), es va anomenar MADb872 i es va generar conjuntament amb I’anticos
monoclonal MAb875, també especific contra alfa-enolasa (Fig. 22) pero que manté
inalterada la seva unid al plasminogen i que, per tant, s’ha utilitzat com a anticos control
(Fig. 23). L'especificitat de MAb872 i MAb875 contra alfa-enolasa versus beta-enolasa va
ser comprovada per ELISA (Fig. 22A) i Western blot (Fig. 22B) i es va comparar amb la de
MAb11G1, obtenint un reconeixement molt més especific de la isoforma alfa-enolasa

amb els nous anticossos monoclonals: MAb872 i MAb875 (Fig. 22C).

Tot i la major especificitat per alfa-enolasa de MAb872 versus MAb11G1, en

analitzar el seu efecte en la unié de plasminogen a la superficie cel-lular dels mioblasts,

219



DISCUSSIO

s’obtenen resultats molt similars. Aixi, la inhibicié de la preséncia de plasminogen unit a
la membrana incrementa amb la dosis de MAb872 fins assolir un bloqueig total (Fig
24A), tal com s’havia observat anteriorment amb MAb11G1 (Lopez-Alemany et al.,
2003b). Aquests resultats confirmen que és l'alfa-enolasa i no la beta-enolasa la
veritable responsable de la unié del plasminogen en els mioblasts murins, tot i que les
dues isoformes sén capaces d’unir plasminogen in vitro (Merkulova et al., 1997; Redlitz
et al., 1995) i que la beta-enolasa és la forma especifica i majoritaria en el teixit muscular
esqueletic (Taylor et al., 1995). També es demostra que |'alfa-enolasa actua com a
receptor principal del plasminogen en aquest tipus cel-lular, confirmant els resultats
anteriors obtinguts mitjancant I'is de MAb11G1 (Lopez-Alemany et al., 2005; Lopez-
Alemany et al., 2003b).

L’equivalencia entre MAb11G1 i MAb872 també s’observa en la inhibicié de la
diferenciacié i fusi6 miogenica de les MPCs in vitro (Fig. 25). Els resultats obtinguts
mostren una disminucié similar en I’expressié de marcadors de diferenciacié miogenica
com la miogenina i la eMHC després de 48 h en diferenciacio (Fig. 25C) i una reduccié en
el ratio de fusioé entorn el 35% en els dos casos (Figs. 25A i 25B), coincidint també amb
els resultats previs del grup (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB 2008). Aixi doncs, tot i
gue MADb11G1 reconeix les isoformes alfa i beta-enolasa, té efectes equivalents a
MAb872, molt més especific per l'alfa-enolasa i, per tant, podem afirmar que els
resultats obtinguts en presencia de MAb11G1 es deuen al bloqueig de la unié del

plasminogen a I'alfa-enolasa.

La participacié d’alfa-enolasa en els processos de diferenciacid i fusié miogenica dels
mioblasts murins es va confirmar mitjangant el silenciament transitori i especific de la
seva expressio mitjancant siRNA (Fig. 26). En les MPCs, la silenciacid d’alfa-enolasa
comporta una disminucié significativa en I'expressié de miogenina i de eMHC després de
24 hi 48 h de diferenciacid i una reduccid de fins el 50% en el ratio de fusi6 a les 48 h de
diferenciacié (Fig. 27). Aquests resultats, que també es van observar amb mioblasts
C2C12 (resultats no mostrats), sdn comparables als obtinguts amb els anticossos
MAb11G1 i MADb872 i confirmen la participacié d’alfa-enolasa com a receptor del

plasminogen en la regulacio del procés de diferenciacido miogénica.
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Una de les principals funcions de I'alfa-enolasa és la deshidratacié del 2-fosfo-D-
glicerat a fosfoenolpiruvat en la ruta glicolitica (Wold, 1971). Aixi doncs, per prevenir
I'efecte de possibles alteracions metaboliques en silenciar alfa-enolasa, es va afegir
piruvat sodic en el medi de cultiu. De tota manera s’ha descrit que el 90% de |’activitat
metabolica d’enolasa en el teixit muscular ve donada per la isoforma beta-enolasa
(Keller et al., 1992; Merkulova et al., 2000), que no es veu alterada en la silenciacié de
ENO1 (Fig. 26). Per tant, I'efecte metabolic que es pugui produir en silenciar I'alfa-

enolasa en els mioblasts murins és totalment despreciable.

Estudis protedmics descriuen I'alfa-enolasa com una de les principals proteines
diferencialment expressades en un elevat nombre de patologies i teixits diversos (Petrak
et al., 2008), podent ser considerada com un marcador d’estrés patologic. La
sobreexpressid d’alfa-enolasa s’ha descrit en diversos tipus de cancer (Chang et al.,
2006; Katayama et al., 2006), malalties autoimmunes com I’artritis reumatoide (Chang
and Wei, 2011; Kinloch et al., 2005; Tilleman et al., 2005) o el lupus (Gitlits et al., 1997) i
en malalties neurodegeneratives com I’Alzheimer (Butterfield and Lange, 2009), entre
altres. Addicionalment, els nostres resultats, mostren un increment en I'expressio d’alfa-
enolasa en un procés fisiologic com és la diferenciacio miogénica (Fig. 25C i 27A), ja
observat en estudis anteriors del nostre grup (Lopez-Alemany et al., 2003b). Aquestes
observacions semblen contradictories a les publicades per altres grups on es descriu un
augment de l'expressid de beta-enolasa i una disminucié de I'expressié d’alfa-enolasa
durant el procés miogenic (Peltzer et al., 2010). En realitat, pero, la disminucié proteica
d’alfa-enolasa descrita per Peltzer i col-laboradors en mioblasts diferenciats és poc
apreciable i sempre va precedida per un increment d’expressié proteica d’alfa-enolasa
durant les primeres hores del procés miogéenic, tal i com també observa el mateix autor
en treballs anteriors (Peltzer et al., 2008), i com també mostren els nostres resultats (Fig.
27A). Els nostres resultats indiquen clarament la participacid d’alfa-enolasa com a

receptor del plasminogen en els processos de diferenciacid i fusié miogénics in vitro.

El bloqueig del procés miogénic observat en preséncia de MAb11G1, MAb872 i
EACA in vitro, també s’ha demostrat in vivo mitjangant els models murins de regeneracid

muscular emprats anteriorment en el grup. En els ratolins wt on es lesiona el
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gastrocnemius mitjancant una injeccid intramuscular de CTX, I'analisi imunohistoquimica
de l'expressio de eMHC i desmina, dos marcadors miogenics de fibres de nova
generacid, mostra una disminucié del nombre i tamany de les fibres eMHC o desmina
positives en els animals tractats amb MAb11G1 o EACA, respecte els animals control
(Fig. 28). La reduccié en el nombre de fibres positives per eMHC també s’observa en
I’analisi histologica dels gastrocnemius d’animals distrofics mdx tractats amb MAb11G1 i
EACA respecte els control, i es confirma, posteriorment mitjancant Western blot (Fig.
29). Aquesta disminucié en el nombre i grandaria de les fibres de nova regeneracié en
els animals tractats amb els inhibidors, indica clarament un bloqueig en el procés
miogenic in vivo en inhibir la unié del plasminogen a I'alfa-enolasa (Fig. 25). En canvi, no
es va detectar cap modificacid a nivell de I'expressiéo de eMHC en els musculs lesionats
entre els animals tractats i els animals control provinents dels animals wt lesionats amb
cardiotoxina (resultats no mostrats). Aquest fet es deu, segurament, a que l'area

lesionada correspon només a una petita part del muscul gastrocnemius analitzat.

La participacio dels receptors del plasminogen a la membrana cel-lular afegeix un
nou punt de regulacid i focalitzacié pericel-lular de I’activitat proteolitica de la plasmina
(Miles and Parmer, 2013). Tot i la participacié clau de uPA i plasminogen per la correcta
regeneracié del muscul esqueléetic després d’'un miotraumatisme, fins ara no s’havia
descrit la participacid de cap receptor responsable de concentrar i focalitzar I'activitat
proteasa de la plasmina a |'espai pericel-lular. Estudis anteriors amb ratolins wt i mdx
deficients per uPAR no presenten alteracions en el procés de regeneracid muscular
respecte els animals control indicant que receptor de uPA no participa en aquest procés
(Suelves et al., 2007). No existeixen ratolins deficients per alfa-enolasa pero els nostres
resultats indiquen que la generacido de plasmina unida a la superficie cel-lular és
indispensable per la correcta diferenciacié miogénica i regeneracid muscular in vivo, i

que l'alfa-enolasa n’és el principal receptor responsable.

A part de l'alfa-enolasa, s’han descrit altres molécules que participen com a
receptores del plasminogen. L'annexina A2, la histona H2B o el recent descobert Plg-RTK
son els mes descrits i estudiats (Miles and Parmer, 2013). En una mateixa cel-lula
coexisteixen diferents molécules receptores del plasminogen i sembla que el grau de

participacié de cada una d’elles depén del tipus cel-lular (Plow et al., 2012). En els
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mioblasts murins el nostre grup va descriure I'alfa-enolasa com a principal receptor del
plasminogen (Lopez-Alemany et al., 2005) i els resultats presentats en aquesta tesi

doctoral reafirmen els obtinguts anteriorment.

Altres autors han descrit I'alfa-enolasa com a principal receptor del plasminogen en
altres sistemes com en microorganismes patogens (Pancholi, 2001) i diverses cél-lules
tumorals (Shih, 2007). En general, els diferents autors coincideixen en que la seva funcid
a la membrana plasmatica és la de concentrar i afavorint I'activacié del plasminogen a
plasmina i la conseqiient degradacié de matriu extracel-lular, fet que confereix habilitats
migratories i invasives a les cél-lules que I'expressen. Es per aquest motiu que el paper
d’alfa-enolasa com a receptor del plasminogen ha pres recentment una gran
consideracid, sobretot com a possible diana terapeutica en infeccions i cancer (Capello
et al.,, 2011). Molt recentment s’han realitzat els primers estudis in vivo emprant
anticossos inhibidors de la unié del plasminogen a l'alfa-enolasa per reduir processos

metastatics, i els resultats sén forca prometedors (Hsiao et al., 2013).

La plasmina és una potent proteasa d’ampli espectre de substrat, finament regulada
a través dels seus activadors i inhibidors. La focalitzacié de la seva activitat mitjancant
receptors del plasminogen/plasmina o receptors dels activadors uPA i tPA afegeix un
nou punt de regulacié espacial d’aquesta activitat. Els nostres resultats demostren que
la focalitzacié pericel-lular de la plasmina no només participa en la degradacio dels
components de la ECM, i la infiltracid/invasio dels mioblasts i altres cél-lules del sistema
inflamatori a I’area muscular danyada (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008), sind
gue també participa en la correcta, diferenciacié i fusié miogenica dels mioblasts,
provinents de I'activacio de les cél-lules satel-lit i els responsables de la regeneracio del
teixit muscular danyat després d’'un miotraumatisme. Aquesta implicacié directa de
I’alfa-enolasa en el procés miogenic no havia estat descrita amb anterioritat i suggereix

una nova diana per regular processos de regeneracié muscular.

Els resultats d’aquest estudi es recullen en una publicacié recent ((Diaz-Ramos et al.,
2012b)) i en una revisié sobre les funcions d’alfa-enolasa en processos patofisiologics

(Diaz-Ramos et al., 2012a).
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2. SENYALITZACIO INTRACEL-LULAR INDUIDA PER LA PLASMINA EN MIOBLASTS

MURINS

En els Ultims anys, s’ha descrit que la unid del plasminogen a la superficie cel-lular
podria estar lligada a 'activacié de cascades de senyalitzacié intracel-lulars (Plow and
Das, 2009). Malgrat els nombrosos estudis que determinen la participacié del sistema
plasminogen/plasmina en la senyalitzacié intracel-lular, en la majoria d’ocasions no s’ha
determinat quin és el receptor del plasminogen involucrat responsable de transduir la
senyal intracel-lularment. Els principals receptors descrits per el plasminogen no
disposen de domini transmembrana i, per tant, no tenen la capacitat per desencadenar
una resposta intracel-lular per si sols, per aquest motiu en alguns casos es descriu la
participacié de receptors col-laboradors (Miles et al., 2005; Miles and Parmer, 2013;

Plow et al., 2012).

La participacié dels components del sistema d’activaciéd del plasminogen en la
senyalitzacid intracel-lular ja s’ha descrit préeviament amb tPA (Ortiz-Zapater et al.,
2007), PAI-1 (Chen et al., 2006; Chen et al., 2004; Gramling and Church, 2010), pero
sobretot s’ha estudiat en el sistema uPA/uPAR, involucrat en les principals vies de
migracid, adhesid, invasid, proliferacio i supervivéncia com les vies MAPK/Erk, FAK, Src,

JAK/STAT o PI3K/Akt (Smith and Marshall, 2010).

Un cop demostrada la participacié de I'alfa-enolasa com a receptor del plasminogen
en el teixit muscular, el nostre grup es va plantejar la possibilitat de que la unié del
plasminogen/plasmina a l'alfa-enolasa pogués desencadenar algun tipus de resposta

intracel-lular en els mioblasts murins.

Estudis molt inicials indicaven que el plasminogen podia induir 'activacio de Erk i de
Akt en mioblasts murins (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008) i en aquesta tesi
doctoral, s’ha confirmat que és la plasmina la responsable d’activar en pocs minuts Erk i
Akt en mioblasts C2C12 i MPCs (Figs. 30-33), mentre que el plasminogen necessita a
temps d’incubacié més llargs (Fig. 51). Per altra banda, I'increment de la concentracié de

plasmina presenta una tendéncia positiva en el grau de fosforilaciéd de Erk i Akt que

224



DISCUSSIO

s’inverteix a concentracions elevades indicant, que ens trobem davant una concentracié
toxica per les cél-lules en cultiu (Fig. 31). Aquesta toxicitat de la plasmina en cél-lules
adherents ha estat recentment documentada i caracteritzada com una procés d’anoikis

en cél-lules adherents (Doeuvre et al., 2010; Schuliga et al., 2013).

El fet que el plasminogen no indueixi la fosforilacié de Erk i Akt en questid de
minuts, com en el cas de la plasmina, sind a temps mes llargs (hores), suggereix que els
propis mioblasts, que expressen uPA (Lluis et al., 2001), activen el plasminogen del medi
en el seu entorn pericel-lular per desencadenar la senyalitzacié observada, i aixi s’ha
observat (Fig. 50). Per tant, es pot confirmar que és la plasmina i no el plasminogen la
responsable de I'activacié de Erk i Akt en els mioblasts murins. Aquesta resposta dels
mioblasts a la plasmina no només té lloc en mioblasts en proliferacié sind també en
mioblasts diferenciats (Fig. 35), on préviament s’ha observat un increment de I'alfa-

enolasa i de la unié del plasminogen (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos, UB, 2008).

L'especificitat de I|’activacio de Erk i de Akt en preséencia de plasmina es va
demostrar emprant I'inhibidor de MEK, el PD98059, i I’ inhibidor de PI3K, de LY294002,
respectivament. El bloqueig especific de la fosforilacié de Erk en preséncia de PD98059, i
el bloqueig especific de l'activacié de Akt en preséencia de LY294002, suggereixen

I’activacié de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt, de forma independent (Fig. 34).

En conjunt, les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt es troben habitualment involucrades en
processos de proliferacid i supervivencia (Ley et al., 2004; Qi et al., 2006). Aquesta
activacid, pero, es continua produint en mioblasts en diferenciacid, que han cessat la

seva activitat proliferativa (Fig. 35).

El fet que sigui la plasmina i no el plasminogen la responsable de I'activacié de la
senyalitzacido observada en C2C12 i en MPCs, suggereix que |'activitat proteasa de la
plasmina és clau per desencadenar aquest procés intracel-lular. Aquesta hipotesi es
confirma en observar |'absencia de fosforilacid de Erk i de Akt en preséncia de plasmina
inactivada quimicament (Fig. 37A) o bé en presencia de d’aprotinina i alfa-2-

antiplasmina, dos inhibidors especifics de |'activitat serina-proteasa de la plasmina (Figs.
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37B i 37C). Aquests resultats coincideixen amb altres estudis on s’han emprant altres

tipus cel-lulars (Burysek et al., 2002; Diaz et al., 2006).

Per altra banda, observem també una completa inhibicié de senyalitzacié induida
per la plasmina en preséncia de EACA tant en C2C12 com en MPCs (Figs 19 i 20). Aquest
resultat indica que no només és necessaria |'activitat proteasa de la plasmina sind que
també és indispensable la unio fisica de la plasmina a la superficie dels mioblasts murins
per I'activacié de les vies PI3K i MAPK (Figs. 38C i 38D). L'EACA bloqueja indistintament
tots els LBS localitzats en els cinc kringles del plasminogen o plasmina, pero mitjangant
estudis de competéncia amb diferents fragments del plasminogen hem observat que no
tots els kringles participen en aquesta unié de la mateixa manera. Tenint en compte que
hem utilitzat el fragment K1-K3, conegut com angiostatina, i els kringles K4 i K5 per
separat, i sabent també que el Kringle 2 (K2) té una baixa afinitat per les lisines (Marti et
al., 1999) i el Kringle 3 (K3) conté LBS no funcionals (Bhattacharya et al., 2012; Schaller
and Gerber, 2011) podem afirmar que el LBS amb més afinitat en la unié de la plasmina
als mioblasts C2C12 sén els situats en els kringles K1 i K4 (Fig. 38). Aquests resultats
coincideixen amb estudis anteriors realitzats amb altres tipus cel-lulars on s’observa que
K1 i K4 sén els principals kringles involucrats en la unié del plasminogen a les
membranes cel-lulars (Schaller and Gerber, 2011; Syrovets et al., 2012). Per altra banda,
el K5 sembla ser el que presenta major afinitat per la unié a fibrina, un dels principals

substrats de la plasmina (Aisina et al., 2009; Cockell et al., 1998; Syrovets et al., 2012).

En conjunt, aquests resultats mostren que només la plasmina activa i unida a la
membrana dels mioblasts murins a través dels LBS situats en els kringles 1 i 4, és capag
d’activar la senyalitzacié intracel-lular en mioblasts murins. En conjunt aquests resultats
suggereixen la participacié de un o varis receptors del plasminogen en la senyalitzacio
induida per la plasmina, i una possible participacié d’altres molécules i/o receptors de
membrana activats per la propia activitat proteasa de la plasmina que col-laborin amb
els receptors del plasminogen i permetin la senyalitzacid intracel-lular. La participacié de
I'activitat proteasa de la plasmina en I'activacié de receptors de membrana s’ha descrit
en receptors activats per proteases com PAR-1 (Majumdar et al., 2004) o en receptors
tirosina quinasa com EGFR (Higashiyama et al., 2008) a través de l'alliberacié i activacio

dels seus lligands units a la membrana cel-lular.
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3. RECEPTORS DEL PLASMIN(OGEN) INVOLUCRATS EN LA SENYALITZACIO INDUIDA PER

LA PLASMINA EN MIOBLASTS MURINS

Tot i confirmar la importancia de I'alfa-enolasa en la unié del plasminogen en els
mioblasts murins, s’ha descrit que en un mateix tipus cel-lular poden coexistir diferents
receptors dels plasminogen (Das et al., 2007; Plow et al.,, 2012) i, de fet, els nostres
resultats indiquen també |'expressid d’annexina A2 i histona H2B a la membrana
cel-lular dels mioblasts C2C12 (Fig. 37). Tot i la preseéncia dels tres principals receptors
dels plasminogen en els mioblats, I'estudi de la participacié de cada un d’ells en la unio
del plasminogen i en la fosforilacié de Erk i de Akt en presencia de plasmina mitjangant
I’Gs d’anticossos especifics que en bloquegen la seva unid al plasminogen suggereix que
ni 'annexina A2 ni la histona H2B intervenen en la unié del plasminogen ni en la
senyalitzaciod intracel-lular induida per la plasmina (Fig. 38). En canvi, el bloqueig de la
unié del plasminogen/plasmina a I'alfa-enolasa mitjancant MAb11G1 bloqueja
completament la fosforilacié de Erk i Akt en preséncia de plasmina de la mateixa manera
gue EACA, en els dos models cel-lulars utilitzats (Fig. 36). Aquests resultats coincideixen
amb els resultats obtinguts fins al moment on I'alfa-enolasa actuaria com a principal
receptor de la plasmina en mioblasts murins i com a receptor clau per I'activacié de la

senyalitzacio intracel-lular induida per la plasmina en aquest tipus cel-lular.

Aixi doncs, per primera vegada es descriu I'alfa-enolasa com a principal receptor
involucrat en la senyalitzacid intracel-lular induida per la plasmina. Fins ara, alguns
autors han identificat I'annexina A2 com a responsable de la unié i activacié el
plasminogen en monaocits, macrofags (Laumonnier et al., 2006; Li et al., 2007; Syrovets
and Simmet, 2004), cél-lules dendritiques (Li et al., 2010) i cel-lules endotelials (Li et al.,
2013). Altres autors, indiquen que el veritable receptor del plasminogen no és I'annexina
sind la proteina P11, amb la qual forma un tetramer a la superficie cel-lular i conté les
lisines C-terminals que permeten la unid i activacié del plasminogen (O'Connell et al.,
2010). Recentment pero els diferents autors coincideixen en el fet que I’heterotetramer
d’annexina A2/P11 té molta més afinitat per la plasmina que I'annexina A2 o P11 per
separat (Li et al., 2010), fet que ja s’havia documentat anteriorment (MaclLeod et al.,

2003). Plow i col-laboradors, en canvi, suggereixen la histona H2B com al principal
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receptor del plasminogen en macrofags activats (Das et al., 2007; Herren et al., 2006),
tot i que també observen un percentatge important de participacido d’alfa-enolasa i
d’annexina A2 en la unid i activacido d’aquest tipus cel-lular. L'existencia d’aquesta
diversitat de receptors del plasminogen en una mateix tipus cel-lular planteja una
pregunta a molts investigadors: per que tants receptors en una mateixa cel-lula? (Plow
et al., 2012). Actualment encara no es coneix amb certesa la resposta a aquesta
pregunta perd es suggereix que la participacié de cadascun d’ells és independent i
I'actuacié d’un o altre podria dependre del tipus d’estimul i de resposta cel-lular (Miles

and Parmer, 2013; Plow et al., 2012).

El mecanisme pel qual I'alfa-enolasa es troba associada a la membrana plasmatica
ha estat desconegut fins ara. S’ha suggerit que diferents modificacions postraduccionals
com l'acetilacio, la fosforilacié o la carbonatacié podrien estar involucrades amb la
distribucid subcel-lular de I'alfa-enolasa i en la seva funcid (revisat a (Diaz-Ramos et al.,
2012a)). Un estudi molt recent descriu que I'alfa-enolasa interacciona amb I’'annexina A2
a la superficie cel-lular, i que aquesta interaccid, juntament amb la participacié de
caveolina-1, podria facilitar el transport de I'alfa-enolasa des del citosol a la membrana i
facilitar la senyalitzacid intracel-lular a través d’aquests receptors (Zakrzewicz et al.,
2014). Aquest descobriment obre la possibilitat que el receptors alfa-enolasa i annexina
A2 no actuin de forma independent, tal com es considerava fins al moment (Das et al.,
2007; Plow et al., 2012), siné de forma conjunta i en col-laboracié amb caveolines, tant
en la unié de plasminogen com en I'activacié de vies de senyalitzacié intracel-lular. Aixi
doncs, tot i que els resultats obtinguts semblen indicar que ni I’'annexina A2 ni la histona
H2B participen en les vies d’activacio de MAPK i PI3K (Fig. 38), no podem descartar que
almenys I'annexina A2 puguin tenir algun paper i caldra analitzar la seva participacié en
la unid i senyalitzacid intracel-lular de la plasmina mitjancant siRNA, una aproximacio
molt més precisa i fiable que I'Us d’anticossos inhibidors. Addicionalment, seria
interessant considerar la possible expressié i participacié de P11, que interactua i
estabiliza 'annexina A2 a la membrana formant un heterotetramer en diversos tipus

cel-lulars (Kwon et al., 2005; Macleod et al., 2003).

En aquest punt podem dir, doncs, que els resultats obtinguts ens permeten afirmar

gue l'alfa-enolasa participa activament en la unié del plasminogen i de la plasmina, aixi
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com en la senyalitzacié intracel-lular induida per 'activitat pericel-lular de la plasmina en
mioblasts murins. Tot i que no es pot descartar la participacié d’altres receptors com
I'annexina A2 o P11, que interaccionen amb alfa-enolasa a la membrana cel-lular
(Zakrzewicz et al., 2014) i que també han estat involucrats en la unié del plasminogeni la
senyalitzacid intracel-lular induida per la plasmina en altres tipus cel-lulars (Laumonnier

et al., 2006; Stewart et al., 2013).

L’efecte d’una silenciacié transitoria mitjangant siRNA de cada un dels receptors per
separat ens donaria una idea del grau de participacié de cada un d’ells de forma
independent i ens permetra obtenir respostes definitives en relacidé la participacié
d’annexina A2, Histona H2B i P11 en la unié del plasminogen i en la senyalitzacié induida

per la plasmina en els mioblasts murins.

L'alfa-enolasa, igual que la resta de receptors descrits pel plasminogen, exceptuant
el recentment descobert receptor Plg-Rgr, no disposa de domini transmembrana ni de
domini intracel-lular, necessari per la transduccié de la senyal al medi intracel-lular.
Aquest fet, que ja s’ha observat amb altres receptors del sistema d’activacié del
plasminogen ampliament estudiats com uPAR o annexina A2, implica la participacié de
receptors col-laboradors amb domini transmembrana i capacitat d’activar cascades de
senyalitzacio intracel-lulars. En el cas del sistema uPA/uPAR en la senyalitzacio
intracel-lular s’ha descrit la participacié d’integrines, receptors acoblats a proteines G,
caveolina o receptors tirosina quinasa com PDGFR o EGFR (Blasi and Sidenius, 2010;
LaRusch et al.,, 2010; Ossowski and Aguirre-Ghiso, 2000; Smith and Marshall, 2010).
L'annexina A2 també s’ha associat amb receptors com EGFR o Gal-1 en cancer de
pancrees (Hurtado et al., 2007; Ortiz-Zapater et al., 2007; Roda et al., 2009), TLR4 en
monocits (Swisher et al., 2010) o amb LRP-1 i NMDA en el sistema nervids central (An et
al., 2008; Herz and Strickland, 2001; Medina et al., 2005; Nicole et al., 2001). A
diferéncia de la senyalitzacié induida per uPA o tPA, que pot ser depenent o
independent de la seva activitat catalitica, la senyalitzacié intracel-lular induida per la
plasmina en els mioblasts murins és depenent de la seva activitat proteolitica, tal com
s’ha descrit també en molts altres tipus cel-lulars (Syrovets et al., 2012). Aquest fet

també suggereix la participacid de receptors/lligands directament activats per la
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plasmina un cop localitzada en la regid pericel-lular en unir-se a alfa-enolasa. Aquest
podria ser el cas de de diversos receptors entre els quals hem estudiat la participacié de

uPAR, EGFR, PAR-1 o algunes integrines.

L’activacié de uPAR via uPA pot ser estimulada per la propia plasmina, la qual pot
activar els seus activadors uPA o tPA, autoregulant d’aquesta manera la generacié de
plasmina (Ellis and Dano, 1991; Ellis et al., 1989). En el muscul esquelétic, I'activacié del
plasminogen té lloc majoritariament a través de uPA, essent molt minoritaria la
presencia de tPA (Lluis et al., 2001). Es suggereix, doncs, que la plasmina unida a alfa-
enolasa podria activar pro-uPA, la forma inactiva de uPA, situada a la membrana dels

mioblasts murins i induir la senyalitzacié a través de la unio al seu receptor uPAR.

Mitjancant I'Gs de MPCs aillades d’animals uPAR-/- (Fig. 39A), hem pogut
comprovar que I'absencia de uPAR no modifica la senyalitzacié observada en preséencia
de plasmina descartant la participacié d’aquest receptor en la fosforilacio de Erk i Akt

induides per la plasmina en els mioblasts murins (Fig. 39B).

EGFR, un receptor amb activitat tirosina quinasa que ha estat descrit com a
col-laborador del sistema uPA/uPAR i tPA/Anexina A2 en I’activacio de la via MAPK/Erk i
PI3K/Akt (LaRusch et al., 2010; Ortiz-Zapater et al., 2007), és expressat en una gran
varietat de tipus cel-lulars entre els quals trobem els mioblasts murins en proliferacié i
en diferenciacid, aixi com alguns dels seus lligands (Fig. 40). Aquest fet coincideix amb
treballs anteriors on s’ha observat I'expressié de EGFR en el muscul esquelétic (Horikawa
et al., 1999). L'activacio de EGFR pot tenir lloc a través de la unié als seus lligands, els
quals es localitzen units a la membrana plasmatica de forma inactiva. L’activacié
d’aquests lligands requereix I'activacié i escissié de la membrana plasmatica a partir d’'un
tall proteolitic mediat basicament per MMPs, substrat de la plasmina (Irigoyen et al.,
1999). L’activacioé de EGFR mitjancant I'activitat proteasa de la plasmina ha estat descrita
anteriorment en la literatura a través de l'activacié de MMP-9 que activa pro-HB-EGF
(Hurtado et al., 2007; Schuliga et al., 2013). Malgrat ésser un del principals candidats a
participar en la senyalitzacio intracel-lular induida per la plasmina en el nostre sistema,
ni I’ds d’inhibidors de [l'activitat tirosina quinasa de EGFR, AG1478 o Iressa, ni la

silenciacié genica transitoria de EGFR altera la fosforilacio de Erk i Akt induides per la
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plasmina (Fig. 41). Per tant, podem afirmar que EGFR no participa en la senyalitzacié
intracel-lular induida per la plasmina en mioblasts murins descartant la seva possible

col-laboracié amb I'alfa-enolasa.

Un altre receptor que pot ser activat per la plasmina és PAR-1 (Adams et al., 2011;
Altrogge and Monard, 2000). PAR-1, igual que la resta de membres de la seva familia
(PAR-1 - PAR-4) és un receptor activat per proteases que consta de set dominis
transmembrana i es troba acoblat a proteines G. Es conegut com a principal receptor de
la trombina (Coughlin, 2000) pero, tot i que la plasmina i la trombina tenen funcions
oposades en el manteniment de I'equilibri vascular, tenen una especificitat de substrat i
una activitat proteasa molt similar que permet explicar que les dues proteases puguin
activar PAR-1 i PAR-4 (Adams et al., 2011; Quinton et al., 2004). L’afinitat de la plasmina
per PAR-1 és 10 vegades inferior a la de la trombina (Altrogge and Monard, 2000), tot i
aixi, la participaci6 de PAR-1 en la senyalitzacid induida per la plasmina ha estat
observada en fibroblasts (Pendurthi et al., 2002), cel-lules endotelials (Tarui et al., 2002)
i cél-lules d’ovari de hamster xinés (Majumdar et al., 2004), on es suggereix que
I’actuacié de receptors concentra i focalitza la plasmina possibilitant la seva interaccié

amb PAR-1.

L’estudi de la participacié de PAR-1 en el nostre sistema es va realitzar mitjangant
I"Gs de I'inhibidor sintetic BMS-200261, i I’Gs de toxina pertussica, que inhibeix I'activacié
de les proteines de la familia G/ inactivant els receptors acoblats a proteines G com els
receptors PAR. La presencia d’aquesta inhibidors no bloqueja la fosforilacié de Erk ni la
de Akt induides per la plasmina, suggerint que PAR-1 tampoc participa com a receptor
col-laborador de l'alfa-enolasa en Ila resposta intracel-lular de la plasmina en els

mioblasts (Fig. 42).

Tot i que menys documentat, també s’ha descrit la col-laboracié de la plasmina amb
PAR-4 (Quinton et al.,, 2004). En aquest estudi els autors observen que la plasmina
indueix I'agregacid plaquetaria via PAR-4 i no via PAR-1 com s’havia descrit en fibroblasts
i cél-lules d’ovari de hamster xinés. Nosaltres no hem considerat la participacio d’aquest
receptor en el nostre sistema donat, igual que PAR-1, requereix la participacié de

proteines G i els nostres resultats emprant toxina pertussica indiquen que la
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senyalitzacid intracel-lular induida per la plasmina no és depenent de les proteines G

(Fig. 42).

Analitzant de nou les vies activades per la plasmina en els mioblasts murins vam
observar la fosforilacié de Src en els mioblasts murins estimulats amb plasmina (Fig. 43),
resultats que suggerien la participacid d’integrines. Es coneix que les integrines
interaccionen intracel-lularment amb quinases que promouen la senyalitzacié
intracel-lular com sén FAK i Src (Hynes, 1992) (Huveneers and Danen, 2009; Mitra and
Schlaepfer, 2006; Schlaepfer et al., 2004) i s’ha descrit ampliament la seva participacié
en la senyalitzacié intracel-lular col-laborant amb diversos receptors de membrana com
els receptors acoblats a proteines G (GPCR) (Kerrigan et al., 2004), uPAR (Ossowski and
Aguirre-Ghiso, 2000) o EGFR (Cabodi et al., 2004), entre altres. La coordinacié de les

integrines amb alfa-enolasa, perd no ha estat mai descrita.

La participacié de FAK en la senyalitzacié induida per la plasmina via MAPK/Erk
gueda demostrada mitjancant I'is de l'inhibidor F14 (FAK inhibidor 14) (Fig. 44B). A
diferéncia de Erk, la fosforilacio de Akt no es veu reduida en preséncia de F14, sind
lleugerament incrementada. Aquest fet es pot explicar tenint en compte que Fl14
inhibeix PTEN, la fosfatasa que defosforila Akt (Bouché i col-laboradors, comunicacié

personal).

En la literatura, la participacié d’integrines en resposta a la plasmina ha estat
documentada en cél-lules endotelials (Tarui et al., 2002) i en cél-lules d’ovari de hamster
xines (Majumdar et al., 2004) on la unid de la plasmina a les integrines avpf3 i a9p1
indueix la formacio de fibres d’estres i la migracio cel-lular a través de PAR-1. En aquests
treballs els autors assenyalen la unié directa i especifica de la plasmina a través dels seus
kringles, igual com s’ha vist amb uPA (revisat a (Takada, 2012)), com a responsable

d’aquesta resposta.

Les integrines son proteines heterodimeriques formades per subunitats a i B unides
no covalentment (Hynes, 1992; Takada et al., 2007). En el muscul esquelétic s’ha descrit
I’expressié de diverses subunitats d’integrines, entre les quals predominen B1 i av, a4-
a7 (Mayer, 2003), essent la isoforma B1D especifica del muscul esquelétic (van der Flier

et al.,, 1995). El patré d’expressid varia amb el desenvolupament muscular i en el
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sarcolema del muscul adult predomina la integrina a7B1, especifica de muscul estirat i
receptor de la laminina-211 (Carmignac and Durbeej, 2012) mentre que av, a3 i a7

predominen en les unions neuromusculars (Mayer, 2003).

Els nostres resultats confirmen la participacié d’integrines B1/B3 en la senyalitzacié
induida per la plasmina via MAPK/Erk, inhibida en preséncia d’echistatina, en canvi no
s’aprecia la participacio d’integrines en la via PI3K/Akt (Fig. 45). També es descarta la
participacié de les integrines av, inhibides especificament per I'anticos CD-51 (Fig. 45).
Aquests resultats, juntament amb la participacié de la quinasa FAK en la via MAPK/Erk
(Fig. 44B), indiquen que la activacié de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt induides per la
plasmina té lloc a través de vies independents, essent la via MAPK/Erk activada per les
quinases Src i FAK, a través de la col-laboracié d’alfa-enolasa amb integrines B1/ B3. Tot i
gue en altres estudis s’ha determinat I'activacié de FAK per la interaccid directa de les
integrines B1, B3 o B5 (Mitra and Schlaepfer, 2006), nosaltres no hem detectat un
increment evident en la fosforilaciéd de la quinasa FAK (Focal Adhesion Kinase), ni per

immunoprecipitacio (Fig. 44A), ni per Western Blot (Fig. 44B).

La participacié de les integrines B1 en la induccié de la via MAPK/Erk via Src i FAK ja
s’havia observat en la senyalitzacié induida per uPAR, en canvi, I'associacié de uPAR
amb la integrina B3 esta més relacionada amb I'activacié de Rac (revisat a (Smith and

Marshall, 2010)).

Tenint en compte els nostres resultats i la bibliografia citada, una de les possibles
integrines candidates a col-laboracié amb alfa-enolasa en la senyalitzacié induida per la
plasmina és la integrina a7pf1, que no només és especifica de muscul estriat sind que es
troba present al llarg de les diferents etapes del procés de diferenciacié muscular
(Mayer, 2003), fet que permetria explicar que tant els mioblasts en proliferacié com els
mioblasts diferenciats responen a la plasmina exogena activant vies de senyalitzacié
intracel-lular (Fig. 35). A més, la participacid de la integrina a7 en la senyalitzacié
intracel-lular en el muscul esquelétic ha estat documentada préeviament (Saher and

Hildt, 1999).
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Fins ara no s’ha descrit la possible participacié d’alfa-enolasa i integrines en
processos de senyalitzacid intracel-lular, perd el que si que ha estat descrit és la
col-localitzacio d’aquestes dues proteines a la membrana cel-lular en cél-lules de cancer
d’ovari on participa a la formacié d’'un complex multiproteic anomenat metastasome,
gue com el seu nom indica, intervé en la metastasi activant la degradacié proteica de la
matriu extracel-lular i, possiblement activant també vies de senyalitzacié cel-lulars que

promouen la migracio cel-lular (Saldanha et al., 2007).

A diferencia dels altres receptors, no es descriu que les integrines puguin ser
activades directament o indirectament per plasmina i caldria buscar el mecanisme pel
qgual l'activitat proteasa de la plasmina és necessaria. Alguns autors parlen d’una
interaccid especifica entre algunes integrines i la plasmina, unié que no té lloc amb el
plasminogen. Aquesta unié especifica de les integrines amb la plasmina és boquejada
per l'angiostatina (kringles 1-3 o 1-4 del plasminogen), indicant que I'activacié del
plasminogen a plasmina deixa al descobert alguna regid situada en els kringles

necessaria per la seva unid a aquestes integrines (Takada, 2012).

En aquest estudi s’ha demostrat un nou paper de la plasmina: I'activacié cel-lular
dels mioblasts a través de la induccié de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt. Aquesta
senyalitzacid intracel-lular en preséncia de plasmina és depenent de la seva activitat
proteasa i de la seva unid a l'alfa-enolasa, que actua com a principal receptor del
plasminogen en mioblasts murins. Per transduir la resposta intracel-lular, I'alfa-enolasa
es troba associada a altres proteines de membrana, essent les integrines tipus B1i 3 les
principals responsables de col-laborar en I'activacié de la via MAPK/Erk a través de
I’activacié de les quinases Src i FAK. Molt recentment, en la literatura també és suggereix
la col-laboracié d’alfa-enolasa amb annexina A2 i caveolina-1, fet que podria explicar el
transport de l'alfa-enolasa a la membrana cel-lular (Zakrzewicz et al.,, 2014). Tant
annexina A2 com caveolina-1 es troben involucrades en la senyalitzacié intracel-lular i
considerem necessaris estudis complementaris per determinar la seva implicacié en

I'activacio de Erk i Akt en preséncia de plasmina en els mioblasts.
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4. FUNCIONS CEL-LULARS DE LA PLASMINA EN ELS MIOBLASTS MURINS

Al llarg dels anys I'activacié cel-lular del plasminogen no només s’ha relacionat amb
un increment en la remodelacié de la ECM, (Garcia-Touchard et al., 2005) siné també
amb processos de migracio (Plow and Hoover-Plow, 2004) i de supervivencia (Ho-Tin-
Noe et al., 2009). També s’ha descrit el plasminogen com a inductor de la proliferacié de
diferents tipus cel-lulars com en cel-lules vasculars (Nicholl et al., 2005; Roztocil et al.,
2005), fibroblasts (De Petro et al., 1994; De Sousa et al.,, 2005; Mandal et al., 2005;
Pendurthi et al., 2002) o hepatocits (Okada et al., 2008). Aquest increment en la
proliferacié cel-lular en presencia de plasminogen s’ha associat en la majoria de casos a
la induccié de la via MAPK/Erk, també estimulada per la plasmina en els mioblasts
murins. En els mioblasts, en canvi, estudis inicials indicaven que ni uPA ni plasminogen
n‘indueixen la seva proliferacié ((Suelves et al.,, 2007). Posteriorment, Sisson i
col-laboradors van observar que, en un medi baix en serum, uPA indueix la proliferacid
de mioblasts a través de I'activacié directa de HGF, que activa les vies MAPK/Erk i
PI3K/Akt (Sisson et al., 2009). Per altra banda, estudis previs van mostrar que la
plasmina, tot i ser capag d’alliberar HGF unit a la ECM i activar-lo (Matsuoka et al., 2006),
no indueix un increment en la proliferacié dels mioblasts murins (Tesi Angels Diaz-

Ramos, UB, 2008), tal com s’havia descrit anteriorment (Suelves et al., 2007).

El que s’ha observat en aquest treball és que la preséncia prolongada de plasmina
(hores) continua induint I'activacié de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt (Fig. 46) i que les
cel-lules experimenten un procés de desadherencia cel-lular del substrat, fet que resulta
evident i significatiu a partir de les tres hores (Fig. 47A). Aquest fenomen de
desadheréncia, que és clarament dependent de I'activitat proteasa de la plasmina i de la
seva unié a membrana dels mioblasts (Fig 47C), ha estat associat a processos d’aniokis
en cel-lules vasculars i endotelials, in vitro (Meilhac et al., 2003; Rossignol et al., 2004;
Doeuvre et al., 2010) i també in vivo (Rossignol et al., 2006). Tradicionalment, les vies
MAPK/Erk i PI3K, que en els mioblasts murins es troben activades en preséncia de
plasmina, han estat lligades a processos de proliferacid, supervivéncia, migracid i
diferenciacié cel-lular (Kawao et al., 2007; Torii et al., 2006; Zhang et al., 2011) i no a un

fenomen apoptotic com és I'anoikis. Un estudi més detallat ens permet determinar que
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I’activacid de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt no esta relacionada amb la desadheréncia
observada en presencia prolongada de plasmina, ni amb un procés apoptotic siné tot el
contrari. En deprivar els mioblasts de serum s’indueix la mort cel-lular per apoptosi
(Columbaro et al., 2001), obtenint una disminucié de la viabilitat cel-lular amb el temps
(Fig 48). Aquesta reduccio en la viabilitat cel-lular en abséncia de serum és molt menor
en preséncia de plasmina, arribant a obtenir un increment de cél-lules vives en un 28 + 4
% en C2C12 i enun 40+ 4 % en MPCs. Aquests resultats es confirmen en observar una
reduccid significativa en el percentatge de cél-lules en el pic subdiploide (subG0/1) en
presencia de plasmina, indicatiu de la reduccié en el nombre de cél-lules apoptotiques
(Fig. 49). Aquesta disminucid, que també té lloc en preséncia de plasminogen (Fig 49) i
es pot explicar tenint en compte que els mioblasts murins expressen uPA i activen el
plasminogen del medi a plasmina (Fig 50). LY294002 inhibeix aquest efecte indicant la
participacié de la via PI3K/Akt en I'efecte de supervivéncia de la plasmina en els
mioblasts (Fig. 52). L'efecte antiapoptotic de l'activacié de PI3K/Akt és ampliament
coneguda i té lloc a través de la inhibicié de factors proapoptotics com Bad i FoxO
(Zhang et al., 2011). Aixi, la sobreactivacié de Akt produida per la plasmina incrementa
la supervivencia dels mioblasts murins en condicions d’estrés cel-lular com és la retirada
de serum del medi. Per altra banda, la presencia de PD98059 no sembla tenir cap efecte
en la supervivencia induida per la plasmina, indicant que la via MAPK/Erk activada en

preséncia de plasmina no contribueix en el seu efecte antiapoptotic (Fig. 52).

L’'efecte antiapoptotic de la plasmina també s’ha descrit en neurones (Ho-Tin-Noe et
al.,, 2009) i hepatocits (Kawao et al., 2007). En els hepatocits I'activacido de la via
MAPK/Erk és la principal responsable de I'efecte antiapoptotic de la plasmina en retirar
el serum del medi. En aquest cas la plasmina no indueix la fosforilacié de Akt i els autors
assenyalen la via MAPK/Erk com la principal via antiapoptotica a través de la disminucid
dels nivells de la proteina pro-apoptotica BIMg, (Kawao et al., 2007). En neurones la
incubacié amb plasminogen també dona lloc a la generacid de plasmina via tPA,
expressat per les propies neurones. La plasmina formada a nivell pericel-lular indueix la
degradacié de de diferents components de la ECM entre els quals s’identifiquen la
fibronectina, laminina i tenascina-C, produint la desadheréncia de les neurones al

substrat. A diferencia d’altres tipus cel-lulars adherents, en preséncia de plasmina, les
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neurones es desadhereixen del substrat i s'uneixen entre elles formant petits agregats
(Ho-Tin-Noe et al., 2009). Aquests agregats mantenen les adhesions focals entre cel-lules
evitant la desfosforilacié de FAK i afavorint la seva supervivencia (Alahari et al., 2002;
Frisch et al.,, 1996). Tot i aixi, 'exposicié prolongada de la plasmina en les cel-lules
adherents, (72 h) acaba induint la defosforilacié de FAK i la mort per apoptosi (Doeuvre
et al.,, 2010; Ho-Tin-Noe et al., 2009), indicant que una exposicié prolongada de la

plasmina acaba resultant neurotoxica.

Analogament a les observacions en neurones, en el nostre estudi també hem
observat que els mioblasts desadherits en preséncia de plasmina formen petits agregats
(Fig. 47B). Aixi doncs, podria ser que en aquests agregats es mantinguin els contactes
cel-lula-cel-lula mitjancant adhesions focals i I'activacio de FAK, retardant I'entrada de
les cel-lules en apoptosi per I'efecte de la desadheréncia, de forma similar com s’ha
observat en els clusters de neurones desadherides per la plasmina (Ho-Tin-Noe et al.,
2009). En aquest cas, el fenomen d’agregacid cel-lular dels mioblasts en preséncia de
plasmina, juntament amb I’activacié de la via PI3K/Akt, son la clau per explicar la manca
d’anoikis observada en presencia de plasmina en els mioblasts murins i el seu efecte

antiapoptotic.

Els nostres resultats també mostren un increment en la migracié dels mioblasts en
presencia de plasmina, essent I’activitat proteasa i la seva unié a la membrana cel-lular a
través d’alfa-enolasa requisits (Figs. 53 A i B). També s’observa una reestructuracio del
citoesquelet d’actina F en els mioblasts tractats amb la plasmina, els quals adquireixen
un fenotip més migratori, amb més extensions citoplasmatiques i una major
concentracio d’actina en els extrems (Fig 53C). Malgrat no observem la participacio de
les vies MAPK/Erk ni PI3K/Akt en la migracié induida per la plasmina en els mioblats,
(Figs. 53 A i B), en cél-lules tumorals i queratinocits s’ha associat I'activacio MAPK/Erk
amb la migracio induida per la plasmina (Szabo et al., 2004) (Diaz et al., 2006). A més, els
nostres resultats mostren la inhibicid6 de la migracid dels mioblats en preséncia
d’echistatina (Fig. 53B), que inhibeix la via MAPK/Erk a través d’integrines (Fig. 45) . Aixi
doncs, la participacié de MAPK/Erk en la migracié induida pel plasmina requereix un

estudi més profund i especific.
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La participacié de l'activitat de la plasmina a nivell pericel-lular a través de la unié
d’alfa-enolasa en processos d’adheréncia i migracid en els mioblasts murins reforca la
hipotesi de col-laboracid de l'alfa-enolasa amb integrines, principals receptors de
components de la matriu extracel-lular que es troben involucrats en processos
d’adherencia i migracié cel-lular. En concordanca amb els nostres resultats, I'increment
de la migracié cel-lular induida per la plasmina a través d’integrines ha estat descrit en
cél-lules de musculatura llisa i en cultius de cel-lules d’ovari de hamster xines (Majumdar

et al., 2004; Tarui et al., 2002).

En resum, podem concloure que la plasmina activa i unida a la membrana dels
mioblasts murins estimula la seva migracid, i indueix la senyalitzacié intracel-lular de les
vies PI3K/Akt i MAPK/Erk, essent |’activacié de Akt un estimul de supervivéncia cel-lular.
Els nostres resultats suggereixen que el receptor responsable d’aquestes respostes
cel-lulars induides per la plasmina és I'alfa-enolasa i que aquesta actua en col-laboracio
amb integrines B1 i B3. Aquests efectes cel-lulars de la plasmina indiquen una nova
funcié d’aquesta proteasa extracel-lular que pot ser clau en un procés de regeneracio
muscular on és necessaria la supervivencia i migracié de les cel-lules satel-lit activades
(mioblasts) per poder regenerar la zona danyada. A més, els nostres resultats també
mostren que la unié del plasminogen a alfa-enolasa és necessaria per la diferenciacid
dels mioblasts a fibres musculars in vivo i in vitro. Aixi doncs, I'increment de I'activitat
d’alfa-enolasa i plasmina després d’una lesid muscular no només elimina els diposits de
fibrina i col-lagen dipositats a la zona muscular danyada i afavoreix la migracié de
macrofags i altres cel-lules del sistema inflamatori, sinéd que també actua directament
sobre els mioblasts murins afavorint la seva supervivéncia i migracié i permetent la

diferenciacié cel-lular per regenerar el muscul danyat.

Per altra banda s’ha descrit que I'efecte de la plasmina en les cél-lules depéen de la
dosis. Recentment s’ha observat en cel-lules de la musculatura llisa que, amb
I'increment de la dosis, la plasmina passa de tenir un efecte mitogenic a tenir un efecte
proapoptotic (Stewart et al., 2013), coincidint amb I'efecte d’anoikis de la plasmina
observat en cél-lules adherents (Doeuvre et al., 2010). Per tant, és molt important que
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aquesta proteasa estigui estretament regulada en I'espai i el temps, un control que no
només te lloc a través dels inhibidors dels activadors de la plasmina o bé de la seva
activitat, sind també a través dels seus receptors de membrana. Per tant, en els
mioblasts murins I'alfa-enolasa no només és clau en la unié i focalitzacié de I'activitat de
la plasmina sind també en la regulacid d’aquesta activitat que té efectes a nivell

extracel-lular i també intracel-lular.

5. PAPER DE EGFR EN EL MUSCUL ESQUELETIC DURANT LA MIOGENESI | LA

REGENERACIO MUSCULAR.

El receptor del factor de creixement epidérmic o EGFR és un receptor amb activitat
tirosina quinasa que pertany a la familia ErbB, formada per quatre membres (ErbB1 o
EGFR, ErbB2, ErbB3 i ErbB 4). En activar-se, ja sigui a través de lligand o a través d’altres
receptors en un procés anomenat transactivacié (Citri and Yarden, 2006; Hynes and
Lane, 2005), EGFR s’autofosforila en diversos residus de tirosina situats en el seu domini
C-terminal, en la regid intracel-lular (Hynes and Lane, 2005; Wells, 1999) i mitjang¢ant el
reclutament de proteines adaptadores, pot activar diverses vies de senyalitzacid

intracel-lular entre les que destaquen Erk, Akt i PKC.

EGFR és molt conegut per la seva contribucid en la proliferacié i supervivencia de
molts tipus cel-lulars (Citri and Yarden, 2006) i per estar involucrat en la formacié de
molts tipus de cancer (Harari et al., 2007; Zandi et al., 2007). De fet, l'increment
descontrolat de l'activitat de EGFR esta directament relacionat amb la formacié de
diferents tipus de tumors entre els que trobem el cancer epitelial, de mama, hepatic,
colorectal, de pulmd i pancreatic, entre altres (Harari et al., 2007; Wheeler et al., 2010).
Per aquest motiu la inhibicid de EGFR ha estat molt estudiada com a terapia antitumoral
i actualment s’administren inhibidors de la seva activitat com a terapia complementaria

en tumors on es detecta la sobre-activacio d’aquest receptor (Harari et al., 2007).

Tanmateix, el paper de EGFR en altres processos fisiologics no és tan conegut. Es
coneix que EGFR s’expressa en la majoria de teixits de I'organisme i contribueix en el

desenvolupament d’organs com la pell, el pulmg, el cor, I'intesti o la placenta (Citri and
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Yarden, 2006; Sibilia et al., 2007) i en processos de regeneracio tissular (Natarajan et al.,
2007; Roupe et al., 2010). En el teixit muscular sa, I'expressié de EGFR no esta del tot
clara i a la bibliografia es recullen resultats contradictoris. Per una banda alguns autors
identifiguen EGFR i altres membres de la seva familia (ErB2- ErbB4) en el muscul
esquelétic (Horikawa et al., 1999; Peng et al., 1997), mentre que altres autors indiquen
gue el teixit muscular adult és un dels pocs teixits que no expressa EGFR (Wu and

Adamson, 1996).

Resultats previs del nostre grup indicaven que la inhibicié de I'activitat tirosina
quinasa de EGFR podria estimular la miogénesi in vitro (Tesi Doctoral Angels Diaz-Ramos,

UB, 2008), assenyalant EGFR com una possible diana terapeutica en malalties musculars.

Els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral mostren que EGFR s’expressa en el
muscul esqueléetic de ratolins wt nounats i que I'expressidé decreix considerablement
durant els primers dies de vida assolint un minim d’expressié en edat adulta (90 dies de
vida) (Fig. 54A). Aquests resultats coincideixen amb estudis previs on s’observava una
expressio maxima de EGFR en el muscul embrionari (Peng et al., 1997). Per altra banda,
en el muscul esqueletic dels ratolins distrofics mdx I'expressié de EGFR no decau amb
I’edat sind que es manté elevada i amb una certa tendéncia a augmentar en els ratolins
adults (Fig. 54B). Aquesta major expressio de EGFR en el muscul adult dels animals mdx
es relacid el dels animals wt es confirma mitjancant Western blot (Fig. 55) i es troba
correlacionat amb una major activacié (fosforilacid) d’aquest receptor. Aquest patrd
d’expressié i activacio de EGFR també s’observa després d’una lesié del muscul
esquelétic sa, essent maxim quan el procés de regeneracié és maxim (a partir del 3r/4rt
dia post-lesid)(Suelves et al., 2005) (Fig. 56). Aquests resultats, que coincideixen amb
estudis anteriors on s’ha determinat I'expressi6 de EGFR en les cél-lules satel-lit
activades (Golding et al., 2007), suggereixen la participaci6 de EGFR en processos de

diferenciacié miogenica.

L’estudi de I'expressié de EGFR i P-EGFR (Tyr-1068) durant el procés miogenic in
vitro mostra que en iniciar el procés miogénic, I'activacid i expressio de EGFR en les
MPCs decau amb el temps, desapareixent per complet en questié d’hores en les MPCs

murines i als pocs dies en les MPC humanes, on el procés miogenic té lloc més
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lentament (Fig. 57). Tampoc s’observen diferéncies en el patré desactivacié de EGFR
entre les MPCs provinents de ratolins wt i les MPCs de ratolins distrofics mdx fet que
coincideix amb els estudis anteriors del grup on es va determinar una capacitat
miogénica completament normal per les MPCs provinents de ratolins mdx (Tesi Doctoral

Angels Diaz-Ramos, UB, 2008).

La inhibicié de I'activitat i 'expressio de EGFR en els mioblasts en diferenciacié
suggereix que EGFR és actiu i participa en la proliferacid cel-lular del mioblasts murins i
gue s’inhibeix en inicia-se el procés de diferenciacio miogénica. Aquest fet permet
explicar perquée s’observa una reduccié de I'expressio i activacié de EGFR en el muscul
adult d’animals sans (Figs. 54A i 55), on les cel-lules satel-lit romanen quiescents i els
mioblasts estan completament diferenciats i coincideix amb altres estudis on s’ha
observat que I'expressiéo de EGFR en cél-lules satel-lit afavoreix la seva supervivencia i

migracié a través de la unio a integrines (Golding et al., 2007; Chowdhury et al., 2009).

Per altra banda, s’observa també que la inhibicié anticipada de EGFR mitjancant
AG1478, un inhibidor de I'activitat tirosina quinasa d’aquest receptor (Ellis et al., 2006),
indueix un increment de fins al 22,8% en el ratio de fusid dels mioblasts wt en
comparacio les MPCs control, indicant un increment substancial en el nombre i tamany
fibres musculars formades, entés com a fibra muscular una miofibra amb més dos nuclis,
(Fig. 59). El mateix patré d’induccié miogenica es va obtenir amb MPCs mdx, observant
fins a un 24% d’increment en el ratio de fusié de les MPCs incubades en preséncia de
AG1478, respecte les MPCs control (Fig. 61). Habitualment un increment en I'index de
fusio sol estar lligat a un increment en la diferenciacié dels mioblasts, pas previ a la fusio
miogenica i, per tant, esperariem una major expressio de marcadors de diferenciacié
miogenics. Els nostres resultats, perdo, no mostren un increment en |'expressié de
miogenina o eMHC en els mioblasts wt o mdx tractats amb AG1478 (Figs. 60A i 62,
respectivament). Aquest resultat, suggereix que I'efecte de AG1478 sobre EGFR afecta a
la fusié dels mioblasts, pero no a I'expressié de marcadors de diferenciacié. Altres autors
ja havien considerat els dos fendmens com etapes independents en el procés miogénic

(Quach et al., 2009).
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Sorprenentment, en utilitzar I'lressa (Gefitinib) com a inhibidor de I'activitat tirosina
quinasa de EGFR (Johnson, 2009) (Fig. 58), tot i observar un lleuger increment en el ratio
de fusid en les MPC wt i mdx, no hem obtingut un increment tant notable com en
presencia de AG1478 (Figs. 59 i Fig 61, respectivament) ni tampoc canvis considerables
en I'expressié de miogenina (Fig. 60). Aquesta disconformitat en els resultats podria ser
deguda a una manca d’especificitat d’aquests inhibidors. Altres autors han suggerit que,
en general, els inhibidors tirosina quinasa de EGFR poden inhibir també altres receptors
com Her-2 o PDGFR (Platelet-derived Growth Factor Receptor) quan es treballa a dosis

elevades (Thomas and Grandis, 2004).

També es va abordar I'estudi mitjangant la silenciacié genica de EGFR emprant
siRNA. L'increment en el percentatge de cel-lules mortes en les MPCs silenciades per
EGFR indica una clara funcié de supervivencia d’aquest receptor en els mioblasts murins
(Fig. 64), coincidint amb estudis previs on s’atribueix un paper antiapoptotic de EGFR en

les cél-lules satel-lit activades (Golding et al., 2007).

Malgrat I'increment en la mort de les MPCs silenciades per EGFR, la induccié del
procés miogenic en les cel-lules que sobreviuen dona lloc a un increment en el ratio de
fusid en les MPCs silenciades per EGFR en comparacid les MPC control (Fig. 65) indicant
gue la inactivacido de EGFR indueix la fusié dels mioblasts murins. Addicionalment, els
nostres resultats mostren que I'efecte inductor de la fusié observat en preséncia de
AG1478 en les MPC control queda significativament reduit en les MPCs amb EGFR

silenciat, suggerint que I'efecte observat en AG1478 és degut a la inhibicié de EGFR.

Per tant, la manca de funcié de EGFR, sigui mitjangant I'Us d’inhibidors (AG1478) o
per silenciacidé génica, produeix un augment de la fusié miogenica, indicant el paper de

EGFR en la miogenesi.

Per determinar |'efecte d’una induccid de EGFR durant la diferenciacido miogénica es
va utilitzar Menadiona o vitamina K. A I'any 2003, Abdelmohsen i col-laboradors van
observar que la menadiona induia I'activacié de EGFR en cel-lules epitelials mitjancant la
inhibicié de tirosina fosfatases involucrades en la desfosforilacié del receptor
(Abdelmohsen et al., 2003). Recentment, Perez-Soler i col-laboradors, van demostrar

I'activacié de EGFR en presencia de menadiona en keratinocits de pell humana, i el
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bloqueig de la inhibici6 de EGFR en preséncia dels inhibidors Erlotinib i Cetuximab.
Perez-Soler et al. proposava I'Us topic de la menadiona com a possible tractament contra
els efectes toxics que aquests inhibidors de EGFR causen sobre la pell dels pacients
tractats amb dosis elevades (Perez-Soler et al., 2011). Els nostres resultats mostren que
la presencia de menadiona bloqueja la diferenciacié miogénica tot i que no hem pogut
trobar una correlacié entre la preséncia de menadiona i un increment en la fosforilacio
de EGFR tal com mostraven Abdelmosen i Perez-Soler. Aixi doncs, no podem associar el
bloqueig de la diferenciacio i fusid miogeniques observades en presencia de menadiona

a una sobre activacié de EGFR (Fig. 63).

Observant el potencial de fusi6 miogénica de AG1478 obtingut en els mioblasts
murins és logic pensar en un possible efecte terapeutic en animals distrofics on el procés
de regeneracio és insuficient per restaurar el dany continuat en el muscul esquelétic.
L'administracié de AG1478 en animals distrofics mdx sembla induir una petita millora del
fenotip distrofic en el muscul gastrocnemius d’aquests animals obtenint una lleugera
disminucio de les arees de degeneracio, caracteritzades per I'acumulacié de cel-lules
mononucleades i teixit necrotic (Fig. 67B), i una lleugera disminucié en el nombre de
fibres en regeneracié amb nuclis en posicié central (Fig 67 C). De la mateixa manera, en
el diafragma, el mdscul més afectat per la distrofia de Duchenne, s’observa una molt
petita disminucié en el nombre de fibres danyades analitzades mitjancant el colorant
Blue Evans (Fig. 68). Aquesta lleugera millora en el fenotip distrofic pero no queda
reflexada en I'analisi de creatina kinasa en sérum, un altre parametre usat per detectar
el dany muscular (Fig 69). Tot i observar un increment de més de 100 vegades en
I'activitat de la creatina kinasa dels animals mdx en comparacié als animals wt, el
tractament amb AG1478 fins als tres mesos d’edat no redueix els nivells de creatina
kinasa observats en els animals distrofics, indicant la presencia d’un dany similar en el

teixit muscular entre els animals distrofics tractats amb AG1478 i els animals control.

En general, aquesta manca de diferéncies significatives en la capacitat de
regeneracié entre els animals mdx tractats amb AG1478 i els no tractats es podria
explicar per una falta d’efecte de la dosis de AG1478 administrada en els animals

distrofics. Tenint en compte la farmacocinética del compost AG1478 (Ellis et al., 2006),
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es va realitzar un assaig dosi-resposta on s’observa que per detectar la desfosforilacio de
EGFR en el muscul esquelétic distrofic cal administrar una dosi 25 cops superior a la
utilitzada en els experiments realitzats (0,8 mg/Kg) (Fig. 70). L’estudi de I'efecte de
AG1478 sobre el fenotip distrofic dels ratolins mdx amb la dosi corregida s’esta duent a

terme actualment al laboratori.

Reafirmant la hipotesi del nostre grup, Leroy i col-laboradors han publicat molt
recentment un article en el que observen que la inhibici6 de EGFR afavoreix la
diferenciacié miogénica en mioblasts humans (Leroy et al., 2013). Els autors suggereixen
gue l'efecte inductor de la miogenesi pot ser degut a la hiperpolaritzacio de la
membrana dels mioblasts a través de la desfosforilacié i subseqlient activacid dels canals
de potassi Kir2.1 que promou la diferenciacié i fusié miogéniques (Hinard et al., 2008) .
Leroy i col-laboradors mostren també una disminucié de I'expressié de EGFR en els
mioblasts diferenciats i assenyalen que I'efecte mitogenic de EGFR en els mioblasts en
proliferacié s’ha d’inhibir per permetre la seva diferenciacio cel-lular. A diferéncia dels
nostres resultats, la inhibicié de EGFR, ja sigui a través d’inhibidors o de Ila silenciacio
génica, indueix clarament un increment de I'expressid de marcadors de miogenina i
MHC, que nosaltres no hem pogut apreciar en els nostres resultats. Aquesta diferencia
pot ser deguda a I'Us de mioblasts primaris de diferents origens, en el nostre cas
d’origen muri i en el seu cas d’origen huma, podent obtenir petites diferencies en

I’efecte de la inhibicié de EGFR.

Tenint en compte els resultats obtinguts en el nostre grup i en altres podem
considerar que la inhibicid de EGFR, receptor involucrat en processos de supervivéncia i
proliferacié cel-lular, potencia la diferenciacio i fusié miogenica dels mioblasts primaris
suggerint una possible estimulacid de la regeneracid6 muscular després d’un dany
muscular o en un procés distrofic. Aixi doncs, el tractament amb inhibidors de EGFR
podria esdevenir una nova diana terapeutica en processos de dany o distrofia muscular,
aixi com un possible complement per estimular la diferenciacié i fusi6 miogeniques en
tractaments de terapia cel-lular en distrofies musculars com la malaltia de Duchenne on
s’administren mioblasts genéticament corregits (Sacco et al., 2008) (Montarras et al.,

2005).
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Addicionalment, s’ha observat la participacié directa de EGFR amb un increment de
la fibrosi induida per la sobreexpressido de TGF-B (Samarakoon et al., 2013), una de les
principals caracteristiques patologiques de la DMD (Mann et al., 2011). La reduccié de la
fibrosi en animals mdx millora considerablement el seu fenotip distrofic i, per tant, la
inhibicié de EGFR podria contribuir no només en la diferenciaci6 miogéenica de les
cél-lules satél-lit sind també en la reduccié de lI'acumulacié de matriu extracel-lular

afavorint la regeneracid muscular per dues vies diferents.

Aixi doncs, I'estudi dels efectes de I'administracié de AG1478 o altres inhibidors de
EGFR en els processos de regeneracié muscular in vivo podria tenir un futur prometedor
en el desenvolupament de noves terapies per estimular la regeneracié muscular i pal-liar

la DMD.
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L’alfa-enolasa actia com a principal receptor del plasminogen en cultius
primaris de mioblasts murins i participa en la correcta diferenciacio

miogenica in vitro e in vivo.

La plasmina induiex l'activacié de les vies MAPK/Erk i PI3K/Akt en
mioblasts. Aquesta activacio és depenent de l'activitat proteasa de la

plasmina i de la seva unio a la cél.lula a través d’alfa-enolasa.

Les integrines B1/ B3 col-laboren amb alfa-enolasa en la senyalitzacié

induida per la plasmina a través de I'activacié de FAK i MAPK/Erk.

La plasmina indueix la supervivencia dels mioblasts murins en situacions
d’estrés, com "abséncia de sérum, essent I'activacié de PI3K/Akt la principal

via implicada.

La unié de plasmina induiex la migracié dels mioblats murins.

EGFR s’expressa i esta fosforilat en el muscul esquelétic de ratolins
salvatges neonatals, i la seva activacid i expressio decau rapidament
després del naixement.

EGFR esta sobreexpressat i fosforilat en el muscul del ratoli distrofic mdx,

en comparacié amb el ratoli salvatge. Aquesta expressido/activacié es manté

o incrementa en el ratoli mdx adult.
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8- EGFR s’expressa i esta fosforilat en cultius primaris de mioblasts murins i
humans. La seva activacid i expressioé es necessaria per la supervivéncia dels

mioblasts pero s’inhibeix en l'inici del procés miogénic in vitro.

9- La inhibici6 d’EGFR mitjangant AG1478 o a través de la seva silenciacio

génica afavoreix la fusié miogenica in vitro, i probablement in vivo.
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Abstract

Adult regenerative myogenesis is central for restoring normal tissue structure and function after muscle damage. In muscle
repair after injury, as in severe myopathies, damaged and necrotic fibers are removed by infiltrating inflammatory cells and
then replaced by muscle stem cells or satellite cells, which will fuse to form new myofibers. Extracellular proteolysis
mediated by uPA-generated plasmin plays a critical role in controlling inflammation and satellite-cell-dependent
myogenesis. a-enolase has been described as plasminogen receptor in several cell types, where it acts concentrating
plasmin proteolytic activity on the cell surface. In this study, we investigated whether a-enolase plasminogen receptor plays
a regulatory role during the muscular repair process. Inhibitors of a-enolase/plasminogen binding: MAb11G1 (a monoclonal
antibody against a-enolase) and e-aminocaproic acid, EACA (a lysine analogue) inhibited the myogenic abilities of satellite
cells-derived myoblasts. Furthermore, knockdown of a-enolase decreased myogenic fusion of myoblasts. Injured wild-type
mice and dystrophic mdx mice were also treated with MAb11G1 and EACA. These treatments had negative impacts on
muscle repair impairing satellite cell functions in vitro in agreement with blunted growth of new myofibers in vivo.
Furthermore, both MAb11G1 and EACA treatments impaired adequate inflammatory cell infiltration and promoted
extracellular matrix deposition in vivo, which resulted in persistent degeneration. These results demonstrate the novel
requirement of a-enolase for restoring homeostasis of injured muscle tissue, by controlling the pericellular localization of

plasmin activity.
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Introduction

Degeneration of skeletal muscle can result as a consequence of
injury or disease, as in Duchenne Muscular Dystrophy (DMD), the
most frequent neuromuscular disorder in boys, caused by a defect
in the dystrophin gene [l]. Dystrophin is a large cytoskeletal
protein that forms the dystrophin/glycoprotein complex at the
sarcolemma, which links the cytoskeleton of myofibers to the
extracellular matrix (ECM). The lack of dystrophin disturbs the
assembly of the dystrophin/glycoprotein complex and causes
instability of the muscle membrane, leading to muscle degener-
ation and myofiber loss. Although skeletal muscle has an extensive
ability to regenerate, the permanent damage inflicted by absence
of dystrophin leads to continuous cycles of degeneration,
inflammation and regeneration [2].

Regeneration of adult skeletal muscle depends on muscle
satellite cells, which are found beneath the basal lamina, in a
mitotically quiescent state. In response to injury, satellite cells are
activated, proliferate, and their progeny myoblasts differentiate
into fusion-competent myocytes, which fuse with one another or
with existing myofibers to restore normal tissue architecture [3].
The influx of inflammatory cells is also considered an essential
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event of the muscle regeneration process [4]. In addition, efficient
muscle repair also requires the temporary deposition of ECM
components (collagens, proteoglycans and laminin), in order to
stabilize the tissue and serve as scaffold for new fibers. Formation
and degradation of the ECM require the activity of several
proteases, expressed during tissue repair [5]. If the regeneration
process is compromised at any of its different stages, muscle tissue
may be replaced by fibrotic tissue, associated with an impaired
functional capacity.

The proteolytic conversion of the ubiquitous zymogen plasmin-
ogen (Plg) to the active plasmin (Pli) is an extensively used
mechanism for the generation of extracellular proteolytic activity
contributing to ECM degradation and tissue remodeling [6].
Plasminogen conversion into plasmin is exerted by two physio-
logical plasminogen activators (PA): tissue-type (tPA) and uroki-
nase-type (uPA). Plasmin is the major enzyme responsible for the
dissolution of fibrin and most of the components of the ECM.
Plasmin activity is tightly controlled at the level of PAs by
plasminogen activator inhibitors (PAI-1 and PAI-2), and at the
level of plasmin by op-antiplasmin [6].

Work from numerous groups has clearly demonstrated that the
localization of plasminogen and its activators on the cell surface,

December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | e50477



through association to specific cell membrane receptors, augments
their catalytic efficiency [7,8]. In this field, uPA is recruited to the
cell membrane via a specific receptor (uPAR, CD87) [9]; several
receptors for plasminogen have been described, including o-
enolase [7,10], annexin II [11] and histone H2B [12].

a-enolase is a glycolytic cytoplasmatic enzyme, considered a
multifunctional protein and has been identified as a plasminogen
receptor on the surfaces of several cell types [13]. On the cell
surface, interaction of plasminogen with o-enolase enhances its
activation by PAs, both forms plasminogen and plasmin bind to -
enolase and this binding protects plasmin from inhibition by a2-
antiplasmin [7,8].

Components of the PA system play important, yet distinct roles
in muscle regeneration after injury, based upon the different
muscle alterations observed in knock-out mice. Our group and
others have shown that while both uPA and plasmin activities are
necessary for skeletal muscle regeneration, tPA activity 1is
dispensable [14,15]. In contrast, PAI-1-deficient mice showed an
improvement of muscle repair [16]. The important role of the PA
system in muscular dystrophies has increased considerabily in the
last years. For example, genetic loss of uPA exacerbated dystrophy
and reduced muscle function in mdx mice [17]. Our group has
previously demonstrated a role for plasmin in myogenesis  vitro as
well as in skeletal muscle regeneration i vivo [15]. In vertebrates
enolase exist as three different isoforms, o,  and vy, being B-
enolase the majoritary form on the adult muscle [18]. B-enolase is
expressed in proliferating adult myoblasts as well as in differen-
tiated myotubes [19]. However, the o-enolase isoform has also
been detected in muscle tissues and muscular cells [20,21].
Furthermore, we have described that a-enolase is up-regulated in
murine myoblasts C2C12 differentiation  vitro, and in muscle
regeneration i viwo [22], raising thus the question of whether
plasminogen receptors may also function in myogenesis and
skeletal regeneration as a mechanism for regulating plasmin
activity.

In order to examine the role of a-enolase in the pericellular
generation of plasmin activity, we produced a monoclonal
antibody, MAb11G]1, that specifically blocked a-enolase/plasmin-
ogen binding and inhibited pericellular plasmin generation on
peripheral blood neutrophils and monocytes [23]. In this study, we
have investigated the role of a-enolase as a plasminogen receptor
in muscle regeneration, using a combination of i vivo and m vitro
models. We propose that abrogation of a-enolase/plasminogen
mnteraction has a direct impact on inflammatory cell infiltration
and satellite-cell-derived myoblasts differentiation.

Materials and Methods

Primary Cell Culture

Muscle Precursor Cells (MPCs) were obtained from muscles of
young (4-8 weeks-old) normal mice as described [24]. MPCs were
maintained on collagen-coated dishes in Ham’s F10 medium
supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS) and 5 ng/ml
bFGF (GM, growing medium). To induce differentiation, GM was
replaced by differentiation medium (DM, DMEM supplemented
with 2% horse serum) at myoblast subconfluence. All media were
supplemented with 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml strepto-
mycin. Thioglycolate-induced mouse peritoneal macrophages
were obtained as described [25].

Inhibitors

Monoclonal antibodies MAb11G1 and MAb7HS8 against a-
enolase, produced in our laboratory [23]; €-aminocaproic acid
(EACA), Sigma; a2-antiplasmin, Loxo GmbH.
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Fusion assay

MPCs were cultured in 6-cm plates, 2.5x 10> cells/plate, in GM
or DM. At the indicated time points, MPCs were fixed in 3.7%
formaldehyde. Non-specific antibody binding was blocked with
TNB buffer (NEN Life Science Products). Cells were then
incubated with an antibody against Embryonic Myosin Heavy
Chain (eMHC, F1652; Developmental Studies Hybridoma Bank)
for 1 h at room temperature, and then incubated in biotinylated
goat anti-mouse antibody (Jackson ImmunoResearch Laborato-
ries). Number of nuclei in eMHC-positive cells was counted and
expressed as a percentage of the total number of nuclei analyzed.
The fusion index or myogenic index was determined by dividing
the number of nuclei within myotubes (4 or more nuclei) by the
total number of nuclei analyzed.

Small interference RNA (siRNA)

siRNA was performed using Lipofectamine RNAIMAX' (In-
vitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Briefly, 1x10°
cells were seeded in a 6-wells plate in GM and siRNA were used at
80 nM. The oligonucleotide sequences for the primer pairs used
were: siRNA a-enolase (ENOI), 5'-UCA CAG GCU GUU GAG
CAC AUC AAU A-3' and 5'- UAU UGA UGU GCU CAA
CAG CCU GUG A-3'; siRNA control, 5'-GUA AGA CAC GAC
UUA UCG C-3' and 5'- GCG AUA AGU CGU GUC UUA C-
3'. After 24 hours, the medium was replaced by DM for further
48 hours.

Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR)

Total RNA was extracted using Ultraspect'™ (BioTecx)
isolation system, according to the manufacturer’s instructions.
RNA (1 pg) was reverse-transcribed to ¢cDNA using Sensiscript
enzyme (Invitrogen). Real-time PCR was used to measure specific
mRNAs (Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR system).
Amplification mixtures (10 pl) contained the diluted cDNA
sample, 5x LightCycler 480 Syber green Mastermix (Roche)
and primers. Ribosomal protein L.32 was used as endogenous
control. Thermal cycling conditions included 10 min at 95°C
before the onset of the PCR cycles, which consisted of 45 cycles
at 95°C for 4 s, 62°C for 30 s and 72°C for 30 s followed by
1 cycle at 95°C for 10 min and 65°C for 1 min. The
oligonucleotide sequences for the primer pairs used were: o-
enolase (ENO 1): 5'-AAC CCT GAA GTC ATC CTG CCT
GTC-3" and 5'- TTG CCA GAC CTG TAG AAC TCG GAG-
3"; mpogenin: 5'-GGT GTG TAA GAG GAA GTC TGT G-3’
and 5'-TAG GCG CTC AAT GTA CTG GAT-3'; eMHC: 5" —
AAA AGG CCA TCA CTG ACG C -3’ and 5'- CAG CTC
TCT GAT CCG TGT CTC-3" and ribosomal protein L32: 5'-
AAC CCA GAG GAA TTG ACA AC-3" and 5'-ATT GTG
GAC CAG GAA CTT GC-3'. mRNA expression was calculated
using the AC, method [26].

Mice and induction of muscle regeneration

Mice used were wild type (WT, 9- to 12-week-old) and mdx
dystrophic mice (2- to 8-weeks-old), in C57B116 background
(The Jackson Laboratory). All were maintained as a breeding
colony and kept at room temperature with a natural night-day
cycle. All animal experiments were approved by the Catalan
Government Animal Care Committee (permit number 4520).
Before manipulation, WT mice were anesthetized by an
intraperitoneal injection of ketamin/xylacin. Muscular regen-
eration was induced by intramuscular injection of 150 pl of
10 uM cardiotoxin (CTX, Latoxan) in the gastrocnemius
muscle group [17]. Once performed the injury, inhibitors
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Figure 1. a-enolase expression and biotinylated-plasminogen binding are up-regulated in MPCs undergoing differentiation. A. o-
enolase and myogenin expression on MPCs in Growing Medium (GM) and in Differentiation Medium (DM) for 48 hours. B. Byotinylated-plasminogen
(B-Plg) binding to MPCs on GM and after 24 h on DM, in the presence of MAb11G1 and EACA. Results are expressed as a percentage of total
biotinylated-plasminogen binding in control cells. Results are the mean +/— SEM (error bars) of three different experiments. ** P<<0.005 versus B-Plg
in GM, and *** P<0.005 versus B-Plg in DM. C. Expression of myogenin in differentiated MPCs in presence of MAb11G1 and EACA. A representative

image of triplicates is shown.
doi:10.1371/journal.pone.0050477.g001

were administered by subcutaneous injection every two days,
in the injured region. Morphological and biochemical exam-
inations of gastrocnemius muscles were performed at 4, 10 and
21 days post-injury (d.p.i.). The study in the mdx mice began
when they were 2-weeks-old, before the onset of the disease.
Inhibitors were administrated by intraperitoneal injection
every two days. Mice were sacrificed at 30 and 60 days-old.
Just before the sacrifice, blood was extracted by cardiac
puncture. Diaphragm, tibialis anterioris and gastrocnemius
muscles were analyzed. Six animals were used for each time
point and inhibitor.

Morphometric analysis

Cross-sections (10 um) were collected from the mid-belly of
muscles and stained with hematoxylin/eosin (H/E) (Sigma) and
with Masson Trichrome (Sigma) using standard protocols. Images
were acquired with an Olympus BX-60 using a Spot camera and
Spot3.2.4 software (Diagnostic Instruments) and 10x0.25 NA,
20x0.40 NA, and 40x0.75 NA objectives (Olympus). The cross-
sectional areas of entire muscles and individual myofibers were
measured using the computer-assisted morphometric measure-
ment Image] 1.35] (NIH) program. Muscle degeneration (%) was
determined microscopically and expressed as a percentage of the
total muscle area. Muscle fiber regeneration was determined
microscopically and expressed as the percentage of total muscle
fibers containing central nuclei present in the entire cross section
of the muscle.

PLOS ONE | www.plosone.org

282

Results

a-enolase/plasminogen binding on muscle precursor

cells is required for myogenesis

We first addressed the question of the role of a-enolase on
myogenesis by using primary cultures of muscle precursor cells
(MPCs). a-enolase was expressed in proliferating MPCs cultured
in growth medium (GM — with high serum content), and this
expression was increased as myoblast differentiated and fused in
differentiation medium (DM — with low serum content) (Fig. 1A).
This increase was paralleled by a 2-fold induction of biotinylated-
plasminogen binding to the cell surface after 48 h in DM (see
Materials and Methods S1 and Fig. 1B). In the presence of
440 nM MADbI11G1 (a monoclonal antibody against o-enolase,
which selectively inhibits the a-enolase/plasminogen interaction)
or 100 mM EACA (g-aminocaproic acid, a lysine analogue that
inhibits the capacity of plasminogen to bind to the cell surface
through its Lysine Binding Sites), plasminogen binding to the cell
surface was completely abolished (Fig. 1B), demonstrating the
specificity of a-enolase in the plasminogen-binding to the MPCs
surface.

We next used these inhibitors to assess whether the role of
plasmin(ogen) in myogenesis is dependent on its capacity to
associate to the cell surface. When MPCs were cultured under DM
for 48 h, the addition of MAb11G1l or EACA, produced an
important decrease in the expression of the differentiation-specific
marker myogenin (Fig. 1C). Furthermore, an immunocytochem-
ical assay (Fig. 2), using an antibody to embryonic Myosin Heavy
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Figure 2. Inhibitors of a-enolase/plasminogen binding block myogenic differentiation and fusion. A. Inmunocytochemical staining for
eMHC of MPCs in DM in the presence of MAb11G1, EACA and a2-antiplasmin. B. Quantification of the Differentiation ratio (n° eMHC positive cells/
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+/— SEM (error bars). ** P<<0.005. Experiments were performed in triplicates.

doi:10.1371/journal.pone.0050477.9002

Chain (eMHC) to stain differentiated myocytes/myotubes dem-
onstrated that treatment with MAb11G1 and EACA inhibited the
differentiation ratio by 46.9% and 41.05%, respectively, after 72 h
in DM, compared to control cells (Fig. 2A and 2B). Myotube
formation was also severely impaired by inhibition of a-enolase/
plasminogen binding (Fig. 2A and 2C). At 72 h in DM, MAb11G1
and EACA inhibited the fusion index (polynucleated myotubes
containing more of 4 nuclei), respectively by 82.59% and 86.97%.
Furthermore, the addition of 100 nM o2-antiplasmin, the
physiological inhibitor of plasmin, produced no inhibition of the
differentiation or fusion ratio. The lack of inhibitory abilities of a2-
antiplasmin is consistent through it is described that once plasmin
is bound to its receptor, it remains protected against its inhibitors
[7,8]. These results suggest that plasmin activity needs to be
pericellularly concentrated through o-enolase association for
myogenic differentiation and fusion to occur efficiently; indeed,
interference with this association severely compromised both
myogenic processes.

Next, MPCs were depleted of a-enolase by siRNA. Twenty four
hours after transfection of 80 nM a-enolase specific siRNA
duplexes, cells were cultured in differentiation conditions for
different times. o-enolase expression was markedly reduced,
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compared with control siRNA (Fig. 3A). Depletion of a-enolase
induced a decrease of myogenic fusion, with a reduced number of
polynucleated myotubes and formation of smaller myotubes
(Fig. 3B). Immunocytochemical staining of eMHC showed an
inhibition of the fusion index (polynucleated myotybes) of 55.8%
in a-enolase silenced MPCs after 48 hours of differentiation
(Fig. 3C). Furthermore, expression of myogenic markers as
myogenin and eMHC were reduced by 40.3% and 39.9%
respectively (Fig. 3D) in a-enolase depleted MPCs, indicating that
the myogenic ability of these cells was significatively reduced.
Therefore, a-enolase expression is necessary for myogenic fusion
of MPCs.

Expansion of the myoblast population and further migration
prior to their differentiation and fusion are critical steps in the
regeneration of myofibers after injury. As shown in Fig. 4A,
MAb11G1 induced a small but significative inhibiton on MPCs
proliferation (15.6% inhibition), whilst the EACA inhibitory effect
was more important (30.54%). Both MAb11G1 and EACA
inhibited MPCs migration significatively (Fig. 4B). Altogether,
these results indicate that o-enolase/plasminogen binding is
critically required for satellite cell-derived myoblast proliferation,
migration, differentiation and fusion.
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doi:10.1371/journal.pone.0050477.g003

Selective interference of a-enolase/plasminogen
association blunts muscle regeneration in vivo

Knowing that the plasminogen-deficient mice showed a muscle
regeneration defect [15], that o-enolase expression increases in
regenerating muscle [22] and our demonstration that myoblasts
require cell-surface-associated plasminogen for efficient myogen-
esis m wvitro, we have investigated the role of o-enolase as a
plasminogen receptor in muscle repair i viwo. The inhibitors
described above were used in an # viwo model of injury-induced
muscle regeneration by cardiotoxin (CTX) injection in the
posterior limbs of 2-month-old mice. Inhibitors (440 nM
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MADb11G1, 100 mM EACA and physiologic serum used as
control) were injected periodically (every 2 days) by subcutaneous
injection (s.c.) in the injured hind-limbs, and regeneration
analyzed at 4, 10 and 21 days post-injury (d.p.i.). Plasmin activity
in muscle extracts at 4 d.p.i showed a 2.5-fold increase, compared
to non-injured muscle, and was significatively decreased in
inhibitors-treated mice (Fig. 5B). Histological analysis of injured
muscles at 4 d.p.i. evidenced abundant myofiber necrosis and a
highly disorganized tissue structure, irrespectively of the treatment
(Fig. 5A). At 10 d.p.i. necrotic myofibers had been efficiently
removed in control animals, while regeneration was well
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MPCs proliferation and migration. A. Proliferation of MPCs in the
presence of MAb11G1 or EACA by the MTT proliferation assay. Results
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doi:10.1371/journal.pone.0050477.9g004

advanced, as indicated by the presence of small newly-formed
myofibers with central nuclei (which identifies fibers undergoing
regeneration). In contrast, muscles treated with MAb11G1 and
EACA showed a highly disorganized architecture, with prominent
edema, and fibrotic deposits within the enlarged intercellular space
separating necrotic myofibers. At 21 d.p.1. control muscles showed
well organized tissue architecture, characterized by large centrally-
nucleated fibers. In contrast muscles treated with MAb11G1 and
EACA still presented large necrotic areas, with high density of
mononucleated cell infiltrates, and very small centrally-nuclei
myofibers. In particular, at 21 d.p... treatment with MAb11G1
and EACA produced a 6.5-fold increase of the degeneration
muscle area (Fig. 5C). A significant decrease of regeneration, as
shown by the number of central nuclei fiber (CNF), and a decrease
of the mean size of the myofibers (Fig. 5C) were observed.
Treatment with MAb7HS, as isotype control, had no effect on the
repair process (data not shown). Furthermore, a strong collagen
accumulation in the muscle ECM, evidenced by trichrome
staining, was found in muscles treated with MAbI1G1 and
EACA, at 10 and 21 d.p.i., while it was reduced in control mice at
10 d.p.i. and completely absent at 21 d.p.i. (Fig. 5E), suggesting an
important role of the a-enolase/plasminogen binding in degrada-
tion of the transient ECM of injured muscle. Conversely,
myogenin expression was reduced in extracts of mice treated with
both inhibitors, when compared to control mice (Fig. 5D), whilst
a-enolase expression was not affected. Thus, a-enolase/plasmin-
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ogen interaction is required for the efficiency of the muscle
regeneration process. P-enolase, the muscle-specific enolase
isoform was also analyzed (Fig. 5D), and its expression remained
unaltered in MAb11Gl-treated mice and a slight decrease was
observed in EACA-treated mice at 21 d.p.i.

Small but strongly expressing eMHC positive-fibers were
present in MAb11Gl- and EACA-treated mice at large stages
after injury (10 d.p.i.), indicating a delayed myotube formation in
mice treated with o-enolase/plasminogen binding inhibitors
(Fig. 6). Furthermore, desmin (a marker for myoblasts and early
stage myotubes) remained present in small fibers of MAb11G1-
and EACA-treated mice, demonstrating the existence of more
immature myofibers (Fig. 6). These results indicate that immature
myofibers accumulate in the regenerating tissues, suggesting that
o-enolase/plasminogen binding is necessary for the correct
maturation of satellite cell-derived myoblasts.

a-enolase/plasminogen binding is required for
inflammatory cell infiltration in cardiotoxin-injured
muscle

Although the impaired myogenic functions upon inhibition of
the a-enolase/plasminogen axis could underlie the reduced
growth of regenerating myofibers, they could not account for the
persistence of necrotic infiltrates and degeneration in the treated
muscles. Blood-borne monocyte-macrophages are recruited after
injury to skeletal muscle during the inflammatory phase, that play
a major role in the phagocytosis of tissue debris after muscel injury
[27]. Furthermore, it has been previously shown that uPA- and
plasminogen-deficient mice show an importatn decrease of the
inflammatory response after muscle injury [14,15]. Recently, o-
enolase has been shown to promote plasminogen-mediated
recruitment of monocytes to the acutely inflamed lung [28]; and
contribute to peritoneal macrophage recruitment in response to
thioglycolate [29]. Thus, we reasoned that a functional a-enolase/
plasminogen axis might mediate the inflammatory response in
damaged muscle. Accordingly, we analyzed the effects of
MADbI11Gl and EACA on the recruitment of neutrophils, T
lymphocytes and macrophages to the dystrophic muscles, by
immunofluorescency using specific antibodies for each type of cell.
The number of neutrophils, lymphocytes and macrophages
present in the injured muscles was reduced significativelly by
MADb11G1 and EACA treatment (Fig. 7A, 7B and 7C). Consistent
with these m viwvo results, MAb11G1 and EACA also inhibited
migration of freshly isolated primary macrophages in Transwell
assays, indicating that macrophage migration depends on o-
enolase/plasmin(ogen) binding and activity (Fig. 7D).

Selective interference of a-enolase/plasminogen binding
exacerbates muscular dystrophy in mdx mice

It was important to analyze if the a-enolase/plasminogen axis
might be functional in a muscular disease context, such as
Duchenne muscular dystrophy (DMD), which courses with
persistent tissue degeneration and fibrosis. We have previously
shown an increase of o -enolase expression in muscle extracts of
mdx mice (the most widely used animal model of DMD) when
compared to WT mice [22]. Accordingly, we analyzed the effect of
the inhibitors of a-enolase/plasminogen binding in the dystrophy
progression in mdx mice. The inhibitors (800 nM MAbIIG,
200 mM EACA), or physiologic serum, were injected periodically
(every 2 days) intraperitoneally (i.p.). The treatment was initiated
in 15 days-old mdx mice (before the onset of the disease), and was
maintained until mice were 30 and 60 days old (during the peak of
disease). At 30 days of age (treated with inhibitors for 15 days),
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Figure 5. Inhibitors of a-enolase/plasminogen binding impede skeletal muscle regeneration after injury. A. Hematoxylin/eosin staining
of cross-sections of gastrocnemius muscles of mice treated with inhibitors (MAb11G1, EACA or control) at different days post injury (d.p.i.) B. Plasmin
specific activity (S.A.) of gastrocnemius muscle extracts, expressed as mOD/min/mg protein, as mean +/— SEM (error bars), * P<<0.01. C. Percentage of
degeneration area, percentage of central nucleated fibers (CNF) and mean fiber size of inhibitors-treated mice at 21 d.p.i, mean +/— SEM (error bars),
** P<0.005, * P<0.01. D. Western blotting of myogenin, a-enolase and B-enolase protein in tibialis anterioris muscle lysates. A representative image
of triplicates is shown. Densitometric quantification of protein levels normalized with respect to a-tubulin is reported in the graphical diagrams. E.
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obvious signs of myodystrophy were detectable in all treated mice,
with disorganization of the muscle structure, presence of necrotic
areas, inflammatory infiltrates and centrally-nucleated myofibers,
indicating ongoing degeneration/regeneration processes (Fig. 8A).
However, MAb11G1- and EACA-treated mice suffered a much
more severe dystrophinopathy, characterized by an extensive
myofiber degeneration and necrosis and increased presence of
cellular infiltrates, compared to control mice. These differences
were even more striking in 60 days-old mice (treated for 45 days).
MADb11G1 and EACA treatment on mice of 60 days induced a 7-
fold increase of the degenerating muscle area, approximately
(Fig. 8C). Indeed, a decrease in regenerating fibers (CNF) and a
decrease of fiber size were observed on MAb11G1 and EACA
treated mice (Fig. 8C). The same effect of the inhibitors was even
more evident in the diaphragm, considered the more affected
muscle in the mdx mice (Fig. 8A). Compared to control mice,
diaphragms of MAb11G1- and EACA-treated mice showed larger
necrotic areas containing mononucleated cells and degenerating
myofibers. Plasmin activity in mdx gastrocnemius muscles extracts
showed a 2.8-fold increase, compared to WT muscles and was
significativelly reduced in the inhibitors-treated mice (Fig. 8B).

PLOS ONE | www.plosone.org

287

The expression of the myogenic marker myogenin in
MADb11GI1- and EACA-treated mice was lower than in control
mice, corroborating an impairment of the regeneration process
(Fig. 8E). In contrast, no changes were observed in o-enolase
expression, indicating that the observed effects are due to o-
enolase function and not to o-enolase expression. No changes on
B-enolase expression were observed in all treated mice (Fig. 8E).
Furthermore, treatment with MAb11G1 and EACA produced an
increase in collagen accumulation in dystrophic muscles, com-
pared to control-treated mice (Iig. 8D).

Muscular creatine kinase (CK) expression is usually restricted to
muscle. Upon sarcolemmal damage, CK muscular content is
released to the blood stream, constituting a widely used biomarker
of muscle damage [2]. Serum CK levels in the mdx mice were twice
the levels in wild type mice and this value was duplicated and
triplicated in MAb11G1- and EACA-treated mice, respectively,
indicating that both inhibitors increased muscle damage in mdx
mice (Fig. 8F).

Trying to define the identity of the mononucleated cells
accumulated in the mdx degenerating muscles, an immunostaining
of eMHC, a marker of myogenic differentiation, was performed.
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Figure 7. Inhibitors of a-enolase/plasminogen binding affect inflammatory cell recruitment to the damaged muscle.
Immunohistochemical analysis of A, neutrophils (Ly-6G positive cells), B, lymphocytes (CD2 positive cells), and C, macrophages (F4/80 positive
cells) in the cardiotoxin-injured gastrocnemius muscles at 4 and 10 days post injury. Results are expressed as a percentage of positive cells in the
muscles of control- mice. n =4 animals per group. D. Peritoneal macrophages migration in Transwells chambers, in the presence of inhibitors. Results

are mean +/— SEM (error bars). ** P<<0.01, *** P<0.005.
doi:10.1371/journal.pone.0050477.g007

As shown in Figure 9A, strongly expressing eMHC fibers were
observed in degeneration areas, charecterized by an accumulation
of mononucleated cells, indicating that myogenic differentiation
was taking place. MAb11G1- and EACA-treated mice showed an
increase of mononucleated eMHC-positive cells, suggesting that
the inhibitors treatment compromised the fusion process, in
coincidence with the inhibition of myogenic fusion observed in
muscle precursor cells (Fig. 2). Furthermore, eMHC expression
was reduced in the inhibitors treated muscles, indicating that the
myogenic fusion was compromised in these mice (Fig. 9B).
These results show that inhibition of a-enolase/plasminogen
binding aggravates disease progression in dystrophic mdx mice.

a-enolase/plasminogen binding is required for
inflammatory cell infiltration in mdx dystrophic muscle
Muscle dystrophy is characterized by sustained levels of
inflammatory cell infiltrates, particularly, neutrophils, macrophag-
es and T cells [4,17]. Recently uPA-mediated plasmin activity has
been shown to be necessary to mount a proficient inflammatory
response in mdx degenerating muscle [17]. Accordingly, we
analyzed the effects of MAb11G1 and EACA on the recruitment
of neutrophils, T lymphocytes and macrophages to the dystrophic
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muscles, by immunofluorescency using specific antibodies for each
type of cell. The number of neutrophils, lymphocytes and
macrophages present in dystrophic muscles was reduced signifi-
cativelly by MAb11G1 and EACA treatment (Fig. 10). These
results show that the recruitment of the major inflammatory cell
types to dystrophic muscle was reduced by inhibition of a-enolase/
plasminogen association.

Discussion

Using genetically modified mice for uPA and plasminogen, we
and others have shown that loss of uPA-mediated plasmin activity
blunts muscle repair i vivo [14,15,17,30]. However, whether
plasmin activity requires cell-surface association for efficient
muscle recovery, and in particular whether o-enolase functions
as a cellular plasmin(ogen) receptor in this process, remained
unknown. In this work, we demonstrate that a-enolase/plasmin-
ogen association regulates two timely-coupled processes in injured
muscle: first, the recruitment of inflammatory cells for the
resolution of tissue damage and, second, satellite-cell-dependent
new myofiber formation.

Mice treated with inhibitors of a-enolase/plasminogen binding
(MAb11G1 and EACA) showed an important defect in muscle

December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | e50477
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Figure 8. Inhibitors of u-enolase/plasminogen binding aggravate the myodystrophy of mdx mice. A. Hematoxylin/eosin staining of
cross-sections of gastrocnemius muscles and diaphragms of mdx mice treated with the inhibitors (MAb11G1, EACA or control), until 30 and 60 days of
age. B. Plasmin specific activity (S.A.) of gastrocnemius muscle extracts of treated-mice, represented as mean +/— SEM (error bars), * P<<0.005. C.
Percentage of degeneration area, percentage of central nuclei fibers (CNF) and frequency distribution of fiber size in gastrocnemius muscle of 60 day-
old mice. ** P<0.005, * P<0.01. D. Trichrome staining of cross-sections of gastrocnemius muscles of mdx mice. E. Western blotting of myogenin, o-
enolase and B-enolase protein in tibialis anterioris muscle lysates of mice treated or not with the indicated inhibitors. A representative image is
shown. Densitometric quantification of protein levels normalized with respect to a-tubulin is reported in the graphical diagram. F. Creatine kinase
levels in serum from 60 day-old mice. ** P<<0.005. Bars, 50 um. n=6 animals per group.

doi:10.1371/journal.pone.0050477.9g008

regeneration, reminiscent of that observed in plasminogen-
deficient mice and uPA-deficient mice [14,15]. Furthermore,
treatment with MAb11G1 and EACA aggravated myodystrophy
in mdx mice, resembling the uPA-deficient mdx mice [17], which
lacked plasmin activity, reinforcing the idea that inhibition of
plasminogen binding to o-enolase impairs functional plasmin
activity, necessary for maintaining muscle tissue homeostasis after
damage.

Our results demonstrate that treatment with MAbI11G1 and
EACA affected several mechanisms in injured and dystrophic
muscle. First, after a myotraumatism, an invasion of the damaged
tissue by inflammatory cells is one of the first steps of the
regeneration process, to degrade cellular debris and necrotic tissue,
and to provide the initial cues for the subsequent proliferation,
differentiation and fusion of satellite cells. Our results show a
reduced recruitment of neutrophils, lymphocytes and macrophag-
es to the dystrophic muscle of MAb11G1 and EACA-treated mdx
mice. The same results were obtained in cardiotoxin-injured
muscles. Thus, plasmin activity associated to the cell surface
appears necessary for inflammatory cell recruitment to damaged
muscle. Consistent with the impaired inflammatory response, we
found an increased and persistent muscular degeneration in mice
treated with o-enolase/plasminogen interaction inhibitors, prob-
ably due to the inability of the inflammatory cells, particularly
macrophages, to phagocytose the necrotic tissue. Since uPA-
mediated plasmin activity was recently shown to be necessary for a
proficient inflammatory response in degenerating muscle [17], our
results support the hypothesis that this proteolytic plasmin activity
needs to be o-enolase associated to the surface of inflammatory
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cells to allow them to penetrate the damage muscle. Unresolved
myofiber debris after MAb11G1 and EACA treatments was also
accompanied by accumulation of intramuscular collagen deposits,
which further contributed to the persistence of muscle degener-
ation when plasmin association to o-enolase was impaired.
Secondly, our results demonstrate that treatment with
MADb11G1 and EACA directly affected injury-induced new
myofiber formation i vivo as well as myogenesis in vitro. We
found that satellite cell-derived myoblasts (i.e. MPCs) bound
specifically plasminogen to the cell surface in an o-enolase
dependent manner, and this binding increased during myo-
genic differentiation. This association was critical for myogen-
esis, since MAb11Gl and EACA inhibited satellite cell
migration, proliferation, differentiation and fusion i vitro. In
addition, down-regulation of a-enolase expression by siRNA
reduced the size and number of myotubes and the expression
of myogenic factors. Furthermore, an increase of differentiated
(eMHC positive cells) but not fused cells were detected on
MADb11G1 and EACA treated mdx muscles and injured
muscles, suggesting that myogenic fusion was also impaired
in vivo. These results demonstrate that plasmin activity is
necessary for myogenesis, but, importantly, this activity needs
to be cell-membrane associated. Our conclusions on the
requirement for a-enolase-plasmin association for satellite
cell-dependent myogenesis i vitro and in vivo are consistent
with the impaired myogenic behaviour of myoblasts with
selective interference with uPA and plasmin [14,15,31].
Expression of B-enolase was detected in both models of muscle
regeneration analyzed, and it was unchanged upon the
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Figure 9. Inhibitors of a-enolase/plasminogen binding affect nascent myofibers (eMHC positive) to the damaged muscle. A. Serial
cross-sections of gastrocnemious muscles of 60 days-old mdx mice were immunostained for eMHC or hematoxylin/eosin stained. Representative
images are shown. Arrows indicate non-fused eMHC-positive cells. Bars, 50 um. n=4 animals per group. B. Western blotting of eMHC of
gastrocnemius muscle lysates. A representative image of triplicates is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0050477.g009
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Figure 10. Inhibitors of a-enolase/plasminogen binding affect inflammatory cell recruitment to the damaged muscle.
Immunohistochemical analysis of A, neutrophils (Ly-6G positive cells), B, lymphocytes (CD2 positive cells), and C, macrophages (F4/80 positive
cells) in the gastrocnemius muscles of 60 days-old mdx mice. Results are expressed as a percentage of positive cells in the muscles of control- mice.

n=6 animals per group. ** P<<0.005.
doi:10.1371/journal.pone.0050477.g010

inhibitory treatment. The specificity of MAb11G1 on inhibing
the plasminogen binding to a-enolase isoform and the decrease
of myogenic fusion produced by knocking-down of o-enolase
suggest that this is the isoform responsible of the effects
observed on myogenesis.

Altogether, our findings show that treatment of mdx mice
and cardiotoxin-injured muscles with inhibitors of o-enolase/
plasminogen binding exacerbate muscle degeneration by both:
inhibition of inflammatory cell recruitment and removal of
necrotic tissue, and stimulation of collagen deposition. Thus it
promotes the persistence of muscle degeneration, while inhibits
muscle regeneration. In the mdx mice continous cycles of
degeneration/regeneration and fibrosis development, coupled
to attenuated satellite cell functions, are some of the important
pathological causes of the progressive dysfunction and weak-
ness in DMD patients [1]. Our results show that o-enolase/
plasminogen interaction critically regulates these processes in
the mdx mouse.

The work presented here shows that a-enolase is responsible of
plasminogen/plasmin activity associated to the surface of critical
regulatory cell types for muscular remodeling. Proteolysis associ-
ated to the cell surface is a usual mechanism
physiological processes involving tissue remodeling. uPAR, the
receptor for the urokinase-plasminogen receptor, concentrates
urokinase-mediated plasmin generation on the cell surface,
directing cell migration, adhesion and proliferation [9]. However,
loss of uPAR i vivo neither affect the skeletal muscle degenera-
tion/regeneration nor impair inflammatory recruitment; in
addition, uPAR was not necessary for efficient myoblast differen-
tiation and fusion i wvitro [17,32], indicating that uPAR is
dispensable for efficient muscle repair. This reinforces the idea
that a-enolase is the main functional receptor that concentrates
proteolytic plasminogen activity on the cell surface during muscle
tissue regeneration.

a-enolase has been described as plasmin(ogen) receptor in
several cell types [7,8], although the mechanism by which it is
associated to the cell surface remains unknown, a characteristic
shared with other described receptors for plasminogen as
annexin II [11] and histone H2B [12]. Several post-transla-
tional modifications of a-enolase as phosphorylation, acetyla-
tion and methylation have been identified. For instance, an
increase of acetylated lysines and methylated aspartic acid and
glutamic acid residues of a-enolase were found in pancreatic
ductal adenocarcinoma cells, compared to normal pancreatic

in several
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duct cells [33]. Post-translational modifications of o-enolase
have also been associated with autoimmunity to a-enolase in
rheumatoid arthritis [34,35]. However it remains to be
determined how the phosphorylation, acetylation or methyla-
tion of a-enolase can affect its catalytic activity, localization on
the cell surface or association with other proteins. Investigation
of these modifications patterns in muscle regeneration and
myodystrophies will provide insights into the role of a-enolase
as plasminogen receptor in pathophysiological processes.

Other than its role in concentrating plasmin activity on the cell
surface, the question of how a-enolase/plasminogen association
affects muscle cells differentiation and migration remains still
ongoing. The ability of plasminogen to induce intracellular
signaling pathways activation has been described on several cell
types [36-38]. DeSousa et al. have shown that plasmin(ogen)
binding induce c-fos, egr-1 and a-enolase expression via the
MEK/Erk pathway in fibroblasts and [39,40]. We have also
demonstrated that plasmin binding induce the activation of
PI3Kinase and MEK/Erk pathways on muscle cells (Roig-
Borrellas, unpublished results), through this issue remains to be
turther investigated.

Up-regulation of a-enolase has been described in several types
of cancer, autoimmune diseases like rheumatoid arthritis and
Alzheimer’s disease [13,41]. Recently, a proteomic meta-analysis
of differently expressed 4.700 proteins, identified a-enolase as the
first protein differentially expressed in mice and the second in
human pathologies [42], suggesting that o-enolase could be
considered as a marker of pathological stress in a high number of
diseases. It is tempting to speculate than in many of these
pathologies, a-enolase could exert one of its multiple functions,
mainly as a plasminogen receptor, focalizing plasmin activity on
the cell membrane and promoting ECM degradation/remodel-
ing. The key role of plasminogen binding to o-enolase in
myogenesis and muscle regeneration shown here constitutes a
first exemple.

In summary, this study highlights the relevance of focalized
pericellular proteolysis in tissue repair, and renders o-enolase/
plasminogen association as a novel selective target for therapeutic
interventions in muscle pathologies.
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a-Enolase is a key glycolytic enzyme in the cytoplasm of prokaryotic and eukaryotic cells and is considered a multifunctional
protein. a-enolase is expressed on the surface of several cell types, where it acts as a plasminogen receptor, concentrating proteolytic
plasmin activity on the cell surface. In addition to glycolytic enzyme and plasminogen receptor functions, a-Enolase appears
to have other cellular functions and subcellular localizations that are distinct from its well-established function in glycolysis.
Furthermore, differential expression of a-enolase has been related to several pathologies, such as cancer, Alzheimer’s disease, and
rheumatoid arthritis, among others. We have identified a-enolase as a plasminogen receptor in several cell types. In particular, we
have analyzed its role in myogenesis, as an example of extracellular remodelling process. We have shown that a-enolase is expressed
on the cell surface of differentiating myocytes, and that inhibitors of a-enolase/plasminogen binding block myogenic fusion in vitro
and skeletal muscle regeneration in mice. a-Enolase could be considered as a marker of pathological stress in a high number of
diseases, performing several of its multiple functions, mainly as plasminogen receptor. This paper is focused on the multiple roles

of the a-enolase/plasminogen axis, related to several pathologies.

1. Introduction

Enolase, also known as phosphopyruvate hydratase, was
discovered in 1934 by Lohman and Mayerhof. It is one of
the most abundantly expressed cytosolic proteins in many
organisms. It is a key glycolytic enzyme that catalyzes the
dehydratation of 2-phosphoglycerate to phosphoenolpyru-
vate, in the last steps of the catabolic glycolytic pathway
[1] (Figure 1). It is a metalloenzyme that requires the metal
ion magnesium (Mg?") to be catalytically active. Enolase is
found from archaebacteria to mammals, and its sequence
is highly conserved [2]. In vertebrates, the enzyme occurs
as three isoforms: a-enolase (Enol) is found in almost all
human tissues, whereas f-enolase (Eno3) is predominantly
found in muscle tissues, and y-enolase (Eno2) is only found
in neuron and neuroendocrine tissues [3]. The three enolase
isoforms share high-sequence identity and kinetic properties
[4-6]. Enzymatically active enolase which exists in a dimeric
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(homo- or heterodimers) form is composed of two subunits
facing each other in an antiparallel fashion [6, 7]. The
crystal structure of enolase from yeast and human has been
determined and catalytic mechanisms have been proposed
[8-10].

Although it is expressed in most of the cells, the gene that
encodes enolase is not considered a housekeeping gene since
its expression varies according to the pathophysiological,
metabolic, or developmental conditions of cells [11]. a-
Enolase mRNA translation which is primarily under devel-
opmental control is significantly upregulated during cellular
growth and practically undetectable during quiescent phases
(12, 13].

Recent accumulation of evidence revealed that, in addi-
tion to its innate glycolytic function, a-enolase plays an
important role in several biological and pathophysiological
processes: by using an alternative stop codon, the a-enolase
mRNA can be translated into a 37 kDa protein which lacks
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FIGURE 1: Summary of glycolytic metabolic pathway. Metabolic
chain reactions of glycolysis, the central pathway for the catabolism
of carbohydrates that takes place in the cytoplasm of almost all
prokaryotic and eukaryotic cells. The insert shows different enolase
isoenzymes in vertebrates.
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FIGURE 2: Interaction of a-enolase with other nuclear, cytoplasmic,
or membrane molecules. a-Enolase can directly interact with other
enolase isoforms («, f3, and p) to form enzymatically active dimers,
other glycolytic enzymes as pyruvate kinase, phosphoglycerate
mutase and aldolase. It can also bind to microtubules network
proteins, as F-actin and tubulin, and it is localized on the cell
surface, interacting with other membrane proteins, where it binds
to plasminogen and plasmin.

the first 96 amino acid residues. This protein, named c-
myc promoter-binding protein 1 (MBP-1) is localized in
the nucleus and can bind to the c-myc P2 promoter and
negatively regulates transcription of the protooncogene [14].
a-Enolase has been detected on the surface of hematopoietic
cells such as monocytes, T cells and B cells, neuronal cells,
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and endothelial cells as a strong plasminogen receptor,
modulating pericellular fibrinolytic activity. The expression
of a-enolase on the surface of a variety of eukaryotic cells
has been found to be dependent on the pathophysiological
conditions of these cells [15-19].

a-Enolase has also been described as a neurotrophic
factor [20], a heat-shock protein (HSP48) [21], and a
hypoxic stress protein [22]. Furthermore, a-enolase is part
of the crystallin lens of vertebrates [23], binds to fragments
of F-actin and tubulin [24], and has been detected associated
to centrosomes in HeLa cells [25]. a-Enolase also binds with
high affinity to other glycolytic enzymes: pyruvate kinase,
phosphoglycerate mutase, which are adjacent to enolase in
the glycolytic pathway, and to aldolase, which is known to
associate with cytoskeletal proteins [26] (Figure 2).

It has also been suggested that upregulation of a-enolase
contributes to hypoxia tolerance through nonglycolytic
mechanisms [27]. Increased expression of a-enolase has
been reported to correlate with progression of tumors,
neuroblastoma, and lung cancer, and enolase has been
considered to be a potential diagnostic markers for many
tumors [28-32].

Thus, a-enolase appears to be a “moonlighting protein,”
one of a growing list of proteins that are recognized as iden-
tical gene products exhibiting multiple functions at distinct
cellular sites through “gene sharing” [33, 34]. This paper is
focused on the multiple roles of the a-enolase/plasminogen
axis, related to several pathologies.

2. The Plasminogen Activation System

In multicellular organisms, extracellular proteolysis is impor-
tant to many biological processes involving a dynamic
rearrangement of cell-cell and cell-matrix interactions, being
the plasminogen activation (PA) system among the most
important extracellular proteases. The PA system comprises
an inactive proenzyme, plasminogen, and ubiquitous in
body fluid, that can be converted into the active enzyme,
plasmin, by two physiological activators (PAs): tissue-type
plasminogen activator (tPA) and urokinase-type plasmino-
gen activator (uPA). Inhibition of the plasminogen sys-
tem occurs at the level of the PA, by specific inhibitors
(PAI-1 and PAI-2), or at the level of plasmin, by a2-
antiplasmin (reviewed in [35]). The PA/plasmin system is
a key regulator in extracellular matrix (ECM) remodeling
directly by its ability to degrade ECM components, such as
laminin or fibronectin, and indirectly via activation of matrix
metalloproteinases (MMPs), which will degrade collagen(s)
subsequently. Furthermore, plasmin is able to activate latent
growth factors, such as transforming growth factor  (TGEf3)
and basic fibroblast growth factor (bFGF) (reviewed in [35]).

Work from numerous groups has clearly demonstrated
that the localization of plasminogen and its activators uPA
and tPA on the cell surface, though association to specific
cell membrane receptors, provides a mechanism for cells to
harness and regulate the activities of these proteases [36, 37].
Binding sites for plasminogen, tPA, and uPA have been
identified on a variety of cell types, including monocytes,
fibroblasts, and endothelial cells [38, 39]. uPA is recruited
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to the cell membrane immediately after its secretion via a
specific uPA receptor (uPAR, CD87), expressed on the cell
surface, that localize extracellular proteolysis and induces
cell migration, cell adhesion, and proliferation (reviewed in
(40, 41]).

Described binding sites for plasminogen include a-
enolase [18, 42], annexin A2 [43], pll [44], histone
H2B [45, 46], actin [47], gp330 [48], cytokeratin 8 [49],
histidine-proline rich glycoprotein [50], glyceraldehide-3-
phosphate dehydrogenase [51] gangliosides [18], and Plg-
Rrkx [52]. a-Enolase and most of these proteins have C-
terminal lysines predominantly responsible for plasminogen
binding/activation [53]. Notably, most of these proteins have
other described functions than plasminogen receptors, and
lack a transmembrane domain, Plg-Ryx being an exception,
as it is a transmembrane receptor [52].

3. a-Enolase as a Plasminogen Receptor

We and others have previously identified a-enolase as a
plasminogen receptor on the surfaces of several diverse cell
types including carcinoma cells [42], monocytoid cells [15,
18], leukocytic cell lines [54], rat neuronal cells [16], and
pathogenic streptococci [1].

On the cell surface, interaction of plasminogen with a-
enolase enhances its activation by PAs, concentrates pro-
tease activity pericellularly [55-57], and protects plasmin
from inhibition by a2-antiplasmin [18, 58] (Figure 3). In
order to examine the role of a-enolase in the pericellular
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generation of plasmin activity, we produced a monoclonal
antibody, MAb11Gl, that specifically blocked plasminogen
binding to purified a-enolase [54]. MAb11G1 allowed us
to demonstrate that a-enolase occupancy by plasminogen
on leukocytoid cells and on peripheral blood neutrophils is
required for pericellular plasminogen activation and plasmin
generation [54].

Considering the extraordinarily high number of plas-
minogen binding sites/cells that have been described in
different cell types, no single surface protein can account
for all plasminogen binding sites, suggesting that different
receptors coexist on the cell surface [18]. Evidence from
monocytoid cells suggested that a-enolase was only one
of several plasminogen receptors and its contribution to
plasmin activation was only modest [18, 54]. Posterior
studies have emphasized the role of annexin A2 and histone
H2B as plasminogen receptors in the same cells [46],
suggesting a minor contribution of a-enolase as plasminogen
receptor. In more recent studies, the role of a-enolase has
been resurrected, showing a central role for a-enolase in
monocyte recruitment in inflammatory lung disease [59].
These results imply that different plasminogen receptors
could be targeted to regulate inflammatory cell recruitment
in a temporal-specific manner.

The a-enolase-plasminogen interaction is mediated by
binding of plasminogen kringle domains to the C-terminal
residues of a-enolase (Ky34) [15, 18]. Furthermore, inter-
action of plasminogen lysine binding sites with a-enolase
depends upon recognition of C-terminal lysines Kaz9, Kazz,



and Ky, suggesting that amino acid residues upstream
and/or secondary structure may be responsible for the high
affinity of a-enolase for plasminogen [15, 18]. Another
putative plasminogen-binding motif has been proposed in
view of its crystal structure at position, ,50FFRSGKY 56, that
remains exposed when a-enolase forms a dimer, necessary
for its glycolytic activity [10]. Human a-enolase structure
has been determined and it has been found that it exhibits
specific surface properties that are distinct from those of
other enolases despite high-sequence similarity. These dif-
ferences in structure explain its various activities, including
plasmin(ogen) and DNA binding [10].

The mechanism by which a-enolase, that lacks a signal
sequence, is associated with the cell membrane remains
unknown. Some authors have speculated that a hydrophobic
domain within a-enolase might serve as an internal signal
sequence [60], while others suggest that posttranslational
acetylation [61] or phosphorylation [62] may control mem-
brane association. Nevertheless, a-enolase forms part of a
growing list of proteins that lack signal sequences, but are
transported to the cell surface by a yet unknown mechanism.

4. a-Enolase in Myogenesis and
Muscle Regeneration

Proteolysis associated with the cell surface is a usual mech-
anism in several physiological processes involving tissue
remodeling. Myogenesis is an example of tissue remodeling
in which massive extracellular matrix degradation takes
place. Components of the PA system play important, yet
distinct roles in muscle regeneration after injury. Using
genetically modified mice for uPA and plasminogen, we and
others have shown that loss of uPA-mediated plasmin activity
blunts muscle repair in vivo [63—66]. In contrast, a negative
role for PAI-1 in muscle regeneration was suggested [65].
The PA system has also been shown to have an increasingly
important role in muscular dystrophies. For example, greater
expression of uPA has been found in mdx muscle, the
mouse model for Duchenne muscle dystrophy (DMD).
Conversely, genetic loss of uPA exacerbated dystrophy and
reduced muscle function in mdx mice [66]. Satellite cells
derived from human DMD patients produce more uPAR
and PAI-1 and less uPA than normal satellite cells [67].
uPA and plasmin appear to be required for infiltration of
macrophages into the damaged or dystrophic muscle in mdx
mice. However, an interesting observation underpinning
these results was that genetic loss of the uPAR in mdx mice
failed to exacerbate muscular dystrophy, suggesting that uPA
exerts its proteolytic effects independently of its cell surface
receptor uPAR [66].

B-enolase is considered the specific muscular enolase iso-
form, it is expressed in proliferating adult myoblasts as well
as in differentiated myotubes [68]. It is upregulated in muscle
during embryogenic development and it is considered an
early marker of myogenesis [69]. The increase of the f3-
isoform is accompanied by a decrease of the a and y isoform;
the y-isoform is completely absent in the adult muscle, but
the expression of the a-isoform is maintained in the adult
muscle and in muscular cells [70, 71]. Furthermore, we have
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described that a-enolase is upregulated in murine myoblasts
C2C12 differentiation in vitro and in muscle regeneration in
vivo [72], thus raising the question of whether plasminogen
receptors may also function in myogenesis and skeletal
regeneration as a mechanism for regulating plasmin activity.

We have investigated the role of a-enolase plasminogen
receptor in muscle regeneration after injury, a process
involving extensive cell infiltration and ECM remodeling.
Injured wild-type mice and dystrophic mdx mice were
treated with inhibitors of a-enolase/plasminogen binding:
MAb11G1 (an inhibitory monoclonal antibody against a-
enolase) and e-aminocaproic acid (EACA, a lysine ana-
logue). These treatments had negative impacts on muscle
repair by impairing adequate inflammatory cell infiltra-
tion and promoting extracellular matrix deposition, which
resulted in persistent degeneration. Furthermore, satellite
cell-derived myoblasts (i.e., MPCs) expressed a-enolase on
the cell surface, and this expression was upregulated during
myogenic differentiation, correlating with an increase of
plasminogen binding to the cell surface. We found that
both MAb11G1 and EACA treatments impaired satellite
cell-derived myoblasts functions in vitro in agreement with
blunted growth of new myofibers in vivo (Diaz-Ramos et al.,
unpublished results).

Loss of uPAR in vivo did not affect the degenera-
tion/regeneration process; in addition, cultured myoblasts
from uPAR-deficient mice showed efficient myoblast dif-
ferentiation and fusion [66, 73], indicating that uPAR is
dispensable for efficient muscle repair. This reinforces the
idea that a-enolase is the main functional plasminogen
receptor during muscle tissue remodeling. Altogether, these
results demonstrate the novel requirement of a-enolase for
restoring homeostasis of injured muscle tissue, by concen-
trating plasmin activity on the cell surface of inflammatory
and myogenic cells.

5. The a-Enolase Expression in
Injured Cardiac Muscle

The actuation of the PA system in tissue healing after a
cardiac failure, driving the degradation the ECM and scar
tissue after an ischemic injury and allowing the inflammatory
cell invasion, has been extensively demonstrated.

The regulation of a-enolase in cardiac tissue as regulator
of glucose metabolism has been analyzed by several authors.
A decrease of a-enolase expression in the aging heart of old
male monkeys has been described, paralleling left ventricular
dysfunction, and could be involved in the mechanism for
the cardiomyopathy of aging [74]. a-Enolase expression has
been identified as a strongly induced factor in response
to ischemic hypoxia and reoxygenation in rat hearts sub-
jected to ischemia-reperfusion [75]. Furthermore, a-Enolase
improved the contractility of cardiomyocytes impaired by
ischemic hypoxia [76]. a-Enolase has also been proposed as
a marker for early diagnosis for acute myocardial infarction
[77].

On the other hand, recent evidences indicates an involve-
ment of proteinases, including the PAs and MMPs sys-
tems, in the process of extracellular matrix degradation
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and cell migration during cardiac wound healing [78]. In
a recent study, Heymans et al. demonstrated that uPA-
deficient mice showed impaired infarct healing and were
completely protected against cardiac rupture after induction
of a myocardial infarction [79]. Wound healing after infarct
was abolished in plasminogen-deficient mice, indicating that
the plasminogen system is required for the repair process
of the heart after infarction. In the absence of plasmino-
gen, inflammatory cells did not migrate into the infarcted
myocardium, necrotic cardiomyocytes were not removed
and there was no formation of granulation tissue and fibrous
tissue [80]. Furthermore, PAI-1, which has been shown
to be expressed in mammalian cardiomyocytes [81], has
been implicated in the process of the cardiac remodeling by
inhibiting activation of MMPs as well as plasmin generation.
A dramatic induction of PAI-1 in a mouse model of infarct
has been described [82]. Experiments using mice deficient in
PAI-1 suggest that increased expression of cardiac PAI-1 may
contribute to the development of fibrous change after acute
myocardial infarction (AMI). In vivo studies also showed that
PAI-1 expression was induced in hearts under pathological
conditions as ventricular hypertrophy [83].

All these results demonstrate that the PA system plays a
role in ECM remodeling after a cardiac injury and allows
inflammatory cell invasion. Furthermore, it can also play a
role in cardiomyocyte survival. Cardiomyocytes, which are
terminally differentiated cells, cannot proliferate, even when
they are damaged; the damage can lead to cell death in the
case of serious diseases such as acute myocardial infarction
and myocarditis [84]. Recent studies have identified myocyte
apoptosis in the failing human heart [85, 86]. Plasminogen
could also drive cardiomyocyte apoptosis, because plasmin
induces cell detachment and apoptosis of smooth muscle
cells through its binding to the cell surface, although the
receptor responsable for plasminogen binding has not yet
been identified [87].

Knowing that the PA system has been associated with
cardiac remodeling, and that a-enolase is upregulated in
cardiac infarction, it is tempting to speculate that a-enolase
could act as plasminogen receptor, regulating PA activity
on cardiac cells. Previous results from our laboratory have
shown that plasmin activity is concentrated on the cell
surface of cardiac fibroblasts in a lysine-dependent manner,
and this binding capacity is increased by hypoxic conditions.
Furthermore, plasminogen binding drives the activation of
fibroblasts to myofibroblasts, the main cells responsible of
tissue remodeling after a cardiac injury (Garcia-Melero et al.,
unpublished results).

6. a-Enolase/Plasmin Role in Apoptosis

It has been described that plasminogen binding to the cell
surface and its further activation to plasmin induces cell
detachment and apoptosis in smooth muscle cells, neurons
and vascular myofibroblasts [88-90], although the molecular
responsible for plasminogen interaction with the cell surface
has not been identified.

Externalization of glycolytic enzymes is a common and
early aspect of cell death in different cell types triggered
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to die with different suicidal stimuli [91]. Apoptotic cells
are recognized by phagocytes and trigger an active immuno-
suppressive response. The lack of inflammation associated
normally with the clearance of apoptotic cells has been linked
to inflammatory and autoimmune disease as systemic lupus
erythematosis and rheumatic diseases [92-95]. Regarding
apoptotic cell surface proteins, a new concept has been
defined, SUPER, referring to Surface-exposed (during apop-
totic cell death), Ubiquitously expressed, Protease sensitive,
Evolutionary-conserved, and Resident normally in viable
cells (SUPER), to emphasize defining properties of apoptotic
determinants for recognition and immune modulation.
Ucker et al. have recently demonstrated that almost all
members of the glycolytic pathway are enriched among
apoptotic cell membranes, with a-enolase being the more
abundant enzyme in the cell membrane, and considered
the most paradigmatic SUPER protein [91]. In the cell
membrane of apoptotic cells, a-enolase has lost its glycolytic
activity, but it acts as plasminogen receptor, coinciding with
the description of the association of plasminogen binding
with apoptotic cell death [96]. In contrast to a-enolase, other
molecular plasminogen receptors as annexin A2 [97] or H2B
[46], were not preferentially enriched on the apoptotic cell
surface.

7. «-Enolase in Cancer

Several reports have shown an upregulation of a-enolase in
several types of cancer [98-100]. The role of a-enolase as a
plasminogen receptor on cancer cells has been extensively
documented, where it acts as a key protein, promoting
cellular metabolism in anaerobic conditions, and driving
tumor invasion through plasminogen activation and ECM
degradation (reviewed in [101]).

Recently, an analysis of disease-specific gene network
identified desmin, interleukin 8, and a-enolase as central
elements for colon cancer tumorogenesis [102]. Knockdown
of a-enolase expression in different tumor cell lines caused a
dramatic increase in their sensitivity to microtubule targeted
drugs (e.g., taxanes and vincristine), probably due to a-
enolase-tubulin interactions [103], suggesting a role for a-
enolase in modulating the microtubule network. Downreg-
ulation of a-enolase gene product deceased invasiveness of
the follicular thyroid carcinoma cell lines [104]. a-Enolase
overexpression has been associated with head and neck
cancer cells, and this increase associated not only with
cancer progression but also with poor clinical outcomes.
Furthermore, exogenous a-enolase expression promoted cell
proliferation, migration, invasion, and tumorogenesis [105].

During tumor formation and expansion, tumor cells
must increase glucose metabolism [106]. Hypoxia is com-
mon feature of solid tumors. Consistent with this, overex-
pression of glycolytic genes has been found in a myriad of
human cancers [107]. In tumor cells, a-enolase is upregu-
lated and supports anaerobic proliferation (Warburg effect),
and it is expressed on the cell surface, where it promotes
cancer invasion. Thus, it seems that a-enolase is playing
a pleitropic role on cancer cell progression. Furthermore,
it has been demonstrated that a-enolase is upregulated



in pancreatic ductal adenocarcinoma, where it is subjected
to a array of posttranslational modifications, namely acety-
lation, methylation, and phosphorylation [108]. Both, a-
enolase expression and posttranslational modifications could
be of diagnostic and prognostic value in cancer (reviewed in
[101]).

8. Posttranslational Modifications of a-Enolase

Posttranslational protein modifications, such as phosphory-
lation, acetylation, and methylation are common and impor-
tant mechanisms of acute and reversible regulation of protein
function in mammalian cells, and largely control cellular
signaling events that orchestrate biological functions. Several
posttranslational modifications have been described for a-
enolase. a-Enolase phosphorylation has been associated
with pancreatic cancer, and induces specific autoantibody
production in pancreatic ductal adenocarcinoma patients
with diagnostic value [109]. Lysine acetylated a-enolase has
been detected in mouse brain [110]. Nitration of tyrosine
residues in a-enolase has been detected in diabetic rat hearts,
contributing to the impaired glycolytic activity in diabetic
cardiomyopathy [111]. Phosphorylated a-enolase has been
detected in gastrocnemious muscle, and phosphorylation
decreased with age [112]. Furthermore, carbonylation of
a-enolase has been detected on human myoblasts under
oxidative stress [113].

It remains to be determined how the posttranslational
modifications of a-enolase can affect its catalytic activity,
localization of the cell, protein stability, and the ability
to dimerize or form a complex with other molecules.
Investigations of these modifications patterns in different
pathologies will provide insights into its important role in
pathophysiological processes.

9. a-Enolase in Rheumatoid Arthritis

The overexpression of a-enolase has also been found
associated with chronic autoimmune diseases like rheuma-
toid arthritis [19, 114], systemic sclerosis [115], and pri-
mary nephropathies [116]. Autoantibodies to a-enolase, are
present in the sera of patients with very early rheumatoid
arthritis and have potential diagnostic and prognostic value
[117]. Recently, citrullinated proteins have been considered
the main autoantigen of rheumatoid arhritis. Citrullination,
also termed deimination, is a modification of arginine
side chains catalyzed by peptidylarginine deaminase. This
posttranscriptional modification has the potential to alter
the structure, antigenicity, and function of proteins. a-
Enolase is abundantly expressed in the sinovial membrane,
and antibodies against citrullinated a-enolase were specific
for rheumatoid arthritis. Citrullination changes the confor-
mation of a-enolase and interferes with the noncovalent
interaction involved in the formation of the enolase dimer,
then results in an altered glycolytic activity and plasminogen
binding. It is likely that citrullination of cell-surface a-
enolase abrogates its plasminogen binding and activat-
ing function and contributes to the decreased fibrinolysis
observed in rheumatoid arthritis [118]. Curiously, other
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glycolytic enzymes such as glucose phosphate isomerase and
aldolase also promote rheumatoid arthritis autoimmunity by
acting as autoantigens [119].

10. a-Enolase in Alzheimer’s Disease

Although y-enolase is the specific neuronal enolase isoform,
a-isoform is also present in neurological tissues. Plasmin for-
mation enhanced by a-enolase has been proposed to enhance
neuritogenesis [16, 120]. Furthermore, cathepsin X cleavage
of C-terminal lysine of a-enolase impaired survival and
neuritogenesis of neuronal cells [121]. a-Enolase has been
reported as a strong plasminogen receptor within the brain;
it is known to be upregulated in the Alzheimer’s disease brain
and has been proposed as a promising therapeutic target for
this disease (reviewed in [122]). Glucose hypometabolism
and upregulation of glycolytic enzymes is a predominant
feature in Alzheimer’s disease [123], but accumulating results
suggest that a-enolase may have other functions that just
metabolic processing of glucose: plasminogen bound to a-
enolase stimulates plasmin activation of mitogen-activated
protein kinase (MAPK)/extracellular-signal regulated kinase
1/2 (ERK1/2) prosurvival factor and also can drive plasmin
degradation of amyloid-f (Af) protein, the main component
of amyloid plaques. Thus, a-enolase might play a neuro-
protective role through its multiple functions (reviewed in
[122]).

Recently, several posttranslational modifications to a-
enolase have been found in Alzheimer’s disease. Elevated
levels of glycosylated-a-enolase [124], oxidized [123], or glu-
tathionylated [125] have been found related to Alzheimer’s
disease. These modifications would render enolase catal-
lyticaly inactive, related to the metabolic deficit associated
to Alzheimer’s disease. The effect of these modifications in
other multiple functions of a-enolase is a subject of ongoing
experiments, but it is possible that a-enolase modifications
alter not only glucose metabolism, but also its role as
plasminogen receptor, controlling neuronal survival and Af
degradation.

11. Plasmin and Intracellular Signaling

Other than its role in concentrating proteolytic activity
on the cell surface, several recent studies have shown that
plasmin is able to activate several intracellular signaling
pathways, that led to the activation of several transcription
factors, in a cell surface binding dependent way. In most
of the cases, the molecular mechanism responsible remains
unknown: it could be due to the proteolytic activation of
a second factor or due to direct binding of plasmin(ogen)
to a specific receptor. Several pieces of work show that the
plasmin proteolytic activity is essential for the induction of
an intracellular response, as in monocytes, where plasmin
bound to the cell surface proteolytically activates annexin A2
and stimulates MMP-1 production through the activation
of ERK and p38 pathways [126]. The phosphorylation of
Janus Kinase 1 (JAK1)/Tyrosin Kinase 2 (TYK2) that drives
to the activation to the transcription factors AP-1 and
Nuclear Factor kB (NF«xB), and the expression of several
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cytokines: interleukin-le and-18 (IL-1a and IL-1p), tissue
factor (TF), and the Tumoral Necrosis Factor-a (TNF-«),
are a consequence of plasmin interaction with the cell
surface [127—129]. Plasmin promotes p38 and p44/42 MAPK
activation and fibroblast proliferation through Protease
Activated Receptor-1 (PAR-1) [130, 131]. Other authors
have described that plasminogen and plasmin regulate the
gene transcription of genes as c-fos, erg-1, and Enol in
mononucleated blood cells and fibroblasts, by activating the
MEK/ERK pathways [132, 133].

In most of the cases, the receptor responsible for this
cellular response remains to be identified. Most of the protein
candidates for plasminogen receptors are small proteins that
lack a transmembrane domain and are not able to induce
directly an intracellular response. Some work suggests an
association between the plasminogen receptor and other
membrane proteins, that could serve as molecular collab-
orators to induce the activation of intracellular signaling
pathways. Several proteins have been identified as such
molecular collaborators. For instance, plasmin can activate
PAR-1 in fibroblasts, by the phosphorylation of Erk [130];
plasminogen and plasmin activate the expression of several
genes in fibroblasts and monocytes through G-Protein
Coupled Receptors, (GPCR) [132, 133]; some integrins such
as a9f1 integrin in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells
[134] and avpf3 integrin, in vascular endothelial cells [135],
participate actively in plasmin-induced cell migration.

In none of these cases, the plasmin receptor associated
with these proteins have been identified. Some work have
identified annexin A2 as the receptor that concentrates plas-
min activity to the cell surface and drives a subsequent intra-
cellular response [127-129]. Other authors have described
a collaboration between a-enolase and GPCR in fibroblasts
and mononucleated blood cells [132, 133]. Plasmin induces
smooth muscle cell proliferation through extracellular trans-
activation of the epidermal growth factor receptor (EGFR)
by a MMP-mediated, heparin binding—epidermal growth
factor (HB-EGF-) dependent process [136]. Future studies
will be necessary to determine the molecular mechanism
of the plasminogen receptor on several cell types and the
putative proteins associated with it.

We have shown that plasmin activity is able to activate
MAPK/ERK and phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K)/Akt
pathways in C2C12 murine myoblast cell lines and in
primary cultures of muscle precursor cells, and that intra-
cellular activation depends on plasmin activity, but also on
plasmin(ogen) binding to the cell surface in a lysine binding
sites dependent way (Roig-Borrellas et al., unpublished
results), although the receptor responsible and the molecular
mechanism remains to be elucidated.

12. Concluding Remarks

Recently, a proteomic meta-analysis of 169 published articles,
including differently expressed 4700 proteins, based on
2-dimensional electrophoresis analysis of human, mouse,
and rat tissues, identified a-enolase as the first protein
differentially expressed in mice and the second in human
pathologies, regardless of the tissue used and experiment
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performed [137], suggesting that a-enolase could be part of
a group of universal cellular sensors that respond to multiple
different stimuli. Thus, a-enolase could be considered as a
marker of pathological stress in a high number of diseases.
The importance of a-enolase as plasminogen receptor has
been determined in several pathologies such as cancer, skele-
tal myogenesis, Alzheimer’s disease, and rheumatoid arthri-
tis, among others. a-Enolase upregulation has also been
described in a myriad of other pathologies, as inflammatory
bowel disease [138, 139], autoimmune hepatitis [140], or
membranous glomerulonephritis [141], not discussed in this
paper, although its role on concentrating plasmin activity on
the cell surface has not always been stablished. It will not be
surprising that in many of these pathologies, a-enolase could
exert one of its multiple functions, mainly as a plasminogen
receptor, focalizing plasmin activity on the cell membrane
and promoting ECM degradation/remodeling, but also
activating intracellular survival pathways and controlling
survival/apoptosis of cells.

Further studies of posttranslational modifications of
a-enolase and its implications on a-enolase subcellular
distribution and function, especially interaction with other
proteins will be necessary. Also, the role of a-enolase as
activator of intracellular signaling pathways, probably in
collaboration with other membrane proteins, will serve to
elucidate the multiples roles of this functionally complex
protein.

Unexpectedly, other glycolytic enzymes have been
described as having other nonglycolytic functions in tran-
scriptional regulation (hexokinase-2, HK; lactate dehydroge-
nase A, LDH; glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH), stimulation of cell motility (glucose-6-phosphate
isomerase), and regulation of apoptosis (glucokinase, HK
and GAPDH), indicating that they are more complicated,
multifunctional proteins rather than simply components of
the glycolytic pathway (reviewed in [142]).

Some of the more interesting and challenging issues,
regarding a-enolase multifunction that need to be addressed
are (i) the mechanism of its export to the cell surface, (ii)
the role of a-enolase as an inductor of intracellular signaling
pathways, and (iii) the role of posttranslational modifications
of a-enolase and implications on its subcellular distribution
and function. Investigations of these subjects in different
human pathologies will provide insights into its important
role on pathophysiological processes and it would make this
protein an interesting drug target for different diseases.
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