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Abstract 

Integrin-mediated signals play an important but poorly understood role in regulating many 

leukocyte functions. In monocytes and monocytic leukemia cells, 131 integrin-mediated 

adhesion results in a strong induction of immediate early genes that are important in 

inflammation. To investigate the integrins signaling pathways in monocytic cells, THP-I 

cells were stimulated via 131 integrins by binding to fibronectin and by crosslinking the 

in!egrins with specific monoclonal antibodies. The involvement of Syk, PI 3-K and 

MAPK",k!l2 on NF-KB activation was then analyzed. We found that integrins activated both 

NF-KB and MAPKerk
]/2 in a Syk and PI 3-K-dependent manner, since a Syk inhibitor 

(piciethanol) and PI 3-K inhibitors (wortmannin and L Y294002) blocked these responses. 

However, the specific MEK inhibitor PD98059 did not preven! integrin-mediated NF-KB 

activation. In contrast, a dominant negative mutant of Rae completely prevented NF-KB 

activation. These results indicated that integrin signaling to NF-KB was not mediated by the 

MAPKerk !l2 pathway, but rather by the small GTPase Rac. In addition, NF-KB activation 

was prevented by cytochalasin B, indicating that the actin cytoskeleton is important in this 

pathway. These data suggest that integrins activate different signaling pathways in 

monocytic cells. One pathway uses Syk, PI 3-K and Rac to activate NF-KB, while the other 

uses Syk, PI 3-K, MEK, and MAPKcrk !l2 to activate other nuclear factors, such as Elk-l. 
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Resumen 

Las vías de transducción de señales inducidas por las integrinas juegan un papel 

importante en la regulación de muchas funciones de los leucocitos. En los monocitos, la 

adhesión regulada por las integrinas ~ 1 induce la expresión de genes de citocinas que son 

importantes en la inflamación. Para estudiar las vías de transducción de señales de las 

integrinas ~ 1 en los monocitos, las células monocíticas THP-l fueron estimuladas 

adheriéndolas a fibronectina o entrecruzando sus integrinas ~ 1 con anticuerpos 

monoclonales. Se analizó la participación de Syk, MAPKe
'kII2 y de PI 3-K en la activación 

del factor de transcripción NF-KB mediada por las integrinas ~1. Se encontró que tanto la 

activación de MAPK e,kII2 como la activación de NF-KB dependen de Syk y de PI 3-K, ya 

que tanto el inhibidor de Syk, picietanol; como los dos inhibido res de PI 3-K, wortmanina y 

L Y294002 bloquearon estas respuestas. Sin embargo, el inhibidor específico de MEK, 

PD98059, no bloqueó la activación de NF-KB inducida por integrinas ~ 1. En cambio, una 

mutante negativa dominante de Rac bloqueó completamente la activación de NF-KB, pero 

no afectó la activación de MAPK eckI/2. Estos resultados indican que la vía de transducción 

de señales a NF-KB no es regulada por MAPKe'kII2, sino por la GTPasa Rac. Además, la 

activación de NF-KB fue bloqueada por citocalasina B, indicando que el citoesqueleto de 

actina es importante en esta vía de transducción de señales. Nuestros datos sugieren que las 

integrinas ~ 1 activan diferentes vías de transducción de señales en las célula monocíticas. 

Una de las vías utiliza Syk, PI 3-K Y Rac para activar NF-KB, mientras que la otra utiliza 

Syk, PI 3-K, MEK Y MAPKCckI
/
2 para activar otros factores de transcripción como por 

ejemplo Elk-1. 
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Abreviaturas 

ACK 

CRO 

ECM 

ERK 

FAK 

Fn 

ICAM-I 

ILK 

IL 

JNK 

MAPK 

MEK 

NF-kB 

PKC 

PI3-K 

PDL 

Pyk 

Raf 

Syk 

TNF 

Cinasa de tirosinas acoplada ala GTPasa Cdc42 

Ovario de hamster chino 

Matriz extracelular 

Cinasa activada por estímulos extraceulares 

Cinasa de focos de adhesión 

Fibronectina 

Molécula de adhesión intracelular 1 

Cinasa unida a integrinas 

Interleucina 

Cinasa de la región amino terminal de c-Jun 

Proteína cinasa activada mitogénicamente 

Cinasa de MAPK 

Factor nuclear K-B 

Proteina cinasa C 

Fosfoinositol 3-Cinasa 

Fosfolipasa D 

Cinasa homóloga a F AK 

Cinasa de MEK 

Cinasa de tirosina de bazo 

Factor de necrosis tumoral 

x 



Introducción 

La importancia de la adhesión celular a las proteínas de la matriz extracelular (ECM) se 

empezó a elucidar cuando se descubrió que los receptores de las proteínas de ECM, las integrinas, 

no sólo actúan como simples receptores de adhesión sino que también son capaces de transducir 

señales al interior de la célula (Damsky y Werb, 1992). Actualmente se sabe que las integrinas 

juegan un papel importante en la regulación de varios procesos, como el rearreglo del 

citoesqueleto, la movilidad celular, la transcripción génica, la proliferación y la supervivencia 

(Rosales y Juliano, 1995). En las células fagocíticas (neulrófilos y monocitos/macrófagos) la 

adhesión celular inducida por integrinas regula diferentes respuestas celulares como, por ejemplo, 

la migración de estas células hacia el sitio inflamado, la secreción de citocinas, la producción de 

intermediarios de oxígeno reactivo, la degranulación y la fagocitosis (Rosales y Juliano, 1995). 

Sin embargo, aún no se conocen las vías de transducción de señales mediadas por integrinas 

específicas a cada una de estas respuestas. En esta introducción se dará un resumen del papel de 

las integrinas en la regulación del proceso inflamatorio y de las vías de transducción de señales de 

las integrinas en las células fagocíticas. 

Inflamación 

La inflamación es un mecamsmo de defensa del organIsmo que consiste en el 

reclutamiento y la activación de los leucocitos cuando ocurre un daño fisico o un proceso 

infeccioso, y contribuye a eliminar el agente dañino (Abbas, 2000; Roitt, 1998). 

Los neutrófilos y macrófagos/monocitos juegan un papel central en la defensa del 

organismo contra los microorganismos patógenos. Cuando perciben un estímulo dañino para el 



hospedero estos leucocitos, inician la secreción de algunas moléculas pro-inflamatorias, como el 

factor de necrosis tumoral (TNFa), interlucina 1, 6 ,8 (IL-l, IL-6, IL-8), prostanglandinas y 

tromboxanos. Estas moléculas pro-inflamatorias provocan la vasodilatación y un aumento del 

flujo sanguíneo en el sistema microvascular (arteriolas, red capilar y venulas poscapilares) de las 

zonas dañadas, así como un incremento en la permeabilidad vascular y la extravasación de fluido 

que contiene principalemente proteínas plásmaticas y leucocitos. La manifestación física de estas 

respuestas son un aumento de la temperatura (calor), un enrojecimiento (rubor), una hinchazón 

(tumor) y dolor en la zona afectada. 

La inflamación puede ser dividida en aguda o crónica, dependiendo de los diferentes tipos 

de leucocitos (neutrófilos, monocitos ó linfocitos) que se acumulen en la zona afectada. En la 

inflamación aguda, los únicos leucocitos atraídos al sitio dañado son los neutrófilos. Si el daño es 

persitente o muy grave, la inflamación se convierte en crónica y los leucocitos atraídos, además 

de los neutrófilos son los monocitos y linfocitos (Anderson, 1996). Por lo tanto, un aspecto 

importante en el proceso inflamatorio es la migración de los leucocitos al sitio dañado. Aunque 

hay diferencias en el tiempo de reclutamiento de los diferentes tipos de leucocitos, varios estudios 

han demostrado que estas células siguen una secuencia similar a nivel molecular para migrar al 

sitio inflamado (Springer, 1994). Esta similitud molecular ha permitido proponer un modelo 

general para la migración de estas células (Figura 1). 
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Figura 1. Interacciones moleculares durante la migraclOn de los leucocitos a los sitios 
inflamados. El proceso de migración de los leucocitos hacia el sitio inflamado puede ser visto COmo un 
modelo secuencial dependiendo de las moléculas de adhesión involucradas. Las selectinas regulan la 
adheSIón imcial de los leucocitos al endotelio del sistema microvascular sin actIVación de los leucocitos. 
Los quimioatrayentes actIvan a los leucocitos para inducir una adhesión más estable a través de las 
integrinas. 

Los leucocitos no tienen la capacidad de adherirse al endotelio de las vénulas. Sin 

embargo, cuando los leucocitos son estimulados con un agente inflamatorio se induce la 

expresión de moléculas de adhesión que permiten que los leucocitos se adhieran ligeramente al 

endotelio y rueden sobre éste (Springer, 1994). Las moléculas de adhesión involucradas en este 

paso son la E-seIectina y la P-selectinas de las células endoteliales y la L-selectina de los 

leucocitos. Las selectinas reconocen principalmente a los grupos de acido ciálicos sobre los 

neutrófilos o sobre las células del endotelio (Rosales y Juliano, 1995; Wah), 1996). 

Mientras los leucocitos van rodando sobre el endotelio de las vénulas, éstos son 

estimulados por quimioatrayentes. En respuesta a este estímulo, los leucocitos se adhieren de 

manera estable y se extienden sobre el endotelio (Springer, 1994). La adhesión estable se produce 

por un aumento en la afinidad de los receptores integrinas de los leucocitos, y por un aumento en 

la expresión de los ligandos de las integrinas (moléculas de adhesión intracelular, ICAMs) sobre 
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la células del endotelio (Rosales y Juliano, 1995; Springer, 1994). 

El aumento en la adhesividad conlleva a que los leucocitos se desplazen lentamente sobre 

el endotelio hasta encontrar una unión interendotelial. En estos sitios los leucocitos reciben 

señales adicionales que hacen que éstos salgan completamente de las vénulas y migren al sitio 

dañado, arrastrándose a través de la matriz extracelular (Anderson, 1996; Wahl, 1996). Una vez 

que llegan al sitio dañado, los leucocitos se encargan de eliminar el agente dañino. 

Integrinas 

Las integrinas son proteínas transmembranales heterodiméricas, que actúan como 

receptores de proteínas de la matriz extracelular (ECM) o de moléculas localizadas en otra célula 

(co-receptores). Estas moléculas participan en una gran variedad de procesos, como: el desarrollo 

embrionario, el crecimiento, la inflamación, la activación de los leucocitos, la metástasis de las 

células tumorales y la apoptosis (Hogan, 1999; Hynes, 1999). Las integrinas están formadas por 

dos subunidades diferentes nombradas Gt y ~. Cada subunidad tiene un dominio extracelular 

grande, un dominio transmembranal yen muchos de los casos un dominio citoplásmico pequeño 

(Hynes, 1992; Rosales y Juliano, 1995) (Figura 2). La región extracelular de ambas subunidades 

de las integrinas, contribuye a la formación del sitio de unión al ligando. La familia de las 

integrinas en los vertebrados está formada, hasta este momento, por 17 subunidades Gt diferentes y 

9 subunidades ~ diferentes. La mayoría de las subunidades ~ pueden asociarse con varias 

subunidades Gt, formando por lo menos 22 receptores diferentes (Hynes, 1992; Plow, 2000; 

Rosales y Juliano, 1995). 
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Figura 2. Caracteristicas de las illtegrillas. A) Las integnnas están formadas por dos cadenas 
polipeptídicas: la cadena eL y la cadena 13. Ambas cadenas tienen una región extracelular grande, una 
región transmembranal y en la mayoría de los casos una región intracelular pequeña. Las cadenas eL tiene 
una región nombrada dominio-I que conhene un sitio de unión para un núcleotido y un sitio de unión para 
un catión divalente. Algunas cadenas 13 tIenen una reglón semejante al domimo-1. B) La región amino 
terminal de ambas cadenas de la mtegrinas forman el sitio de umón para su lIgando principalmente 
proteínas de la matrIZ extracelular (ECM). La reglón intracelular de las integrinas se une al citoesqueleto 
de actma a través de algunas proteínas adaptadoras. 

La familia de las integrínas puede ser dividida en subfamílias según la subunidad 13 que la 

formc. La prcsencia de una integrina en particular depende del tipo celular. Las células fagoCÍtieas 

pOI' ejemplo, expresan principalmente las integrinas de la subfamilia 131, 132 y ~3 (Lowell, 1999; 
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Plow, 2000) (Tabla 1). 

Tabla 1. Integrinas expresadas por las célnlas fagocíticas. 

~~~r~in=a=s __________________ ~L=iega=n~d=o~s~ ____________________________ _ 
[31 

0.4/[31 (CD49d/CD29;VLA-4) 
0.5/[31 (CD4ge/CD29;VLA-4) 
0.6/[31 (CD49f/CD29;VLA-4) 

[32 

[33 

o.LI[32 (CDIla/CD18; LFA-l) 
o.M/[32 (CDllb/CDl8, Mac-l) 

o.xI[32 (CDllc/CD18, gpI50/95) 
o.D/[32 (CDlld/CDl8) 

o.v/[33 (CD51/CD61) 

Fibronectina, VCAM-l (CDl06) 
Fibronectina 
Laminina 

ICAM-l, ICAM-2, ICAM-3 
ICAM-l, ICAM-2, C3bi, fibrinógeno, factor X, 
quinógeno de alto peso molecular, hemaglutinina 
filamentosa de Bortella pertussi, lipofosfoglicano y 
gp63 de Leishmania mexicana, lipopolisacándos, 
[3-glucano, hepanna, factor inhibidor de los 
neutrófilos, oligodesoxinucleotidos, elastasa 
Fibrinógeno, lipolisacárido 
ICAM-3 

Vitronectina, entactina 

Después de unirse a su ligando, las integrinas se agrupan, siendo este un paso importante 

para su activación. En la región citoplásmica de las integrinas agrupadas se forma un complejo 

proteico que las conecta con el cito esqueleto de actina. Algunas de las proteínas que se 

concentran en este complejo proteico son: talina, vinculina, paxilina, tensina y o.-actina (Burridge 

y Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Burridge, 1988) (Figura 2). Algunas subfamilias de las 

integrinas, tales como la [31 y la [35, al agregarse pueden fonnar estructuras más especializadas en 

la superficie celular denominadas focos de adhesión. En estas estructuras, la región citop1ásmica 

de las integrinas también está conectada con filamentos de actina largos (Burridge y 

Chr7.anowska-Wodnicka, 1996). 



Transducción de señales mediada por integrinas 

El concepto de que las integrinas transducen información extracelular al interior de la 

célula y que no son sólo simples receptores de adhesión surgió de varios estudios experimentales 

con diferentes tipos celulares. En esos estudios se observó que cuando las integrinas se unían a su 

ligando, se inducían muchos cambios bioquímicos intracelulares, tales como: un aumento en la 

concentración de Ca +2, la producción de metabolitos de fosfolípidos, un aumento del pH, algunos 

cambios en la expresión de genes y la regulación del proceso de muerte celular programada 

(apoptosis). Estos cambios observados no son generales; dependen del tipo de integrina que se 

active y del tipo celular. La información publicada hasta este momento sobre las vías de 

transducción de señales iniciadas por integrinas es muy extensa. En esta sección se citarán sólo 

los avances obtenidos en las vías de transducción señales mediadas por integrinas en los 

neutrófilos y los monocitos/macrófagos. 

Cinasas de Tirosina 

Las integrinas no poseen ninguna actividad catalítica. Por lo tanto para transducir señales 

extracelulares se deben apoyar en otras enzimas. La fosforilación de las proteínas en sus tirosinas 

es uno de los primeros cambios bioquímicos observados en respuesta a la activación de las 

intcgrínas. Las tres clases de cinasas de tirosina que se han implicado como transductores de las 

señales de las integrinas en los neutrófilos y los monocitos/macrófagos son: la familia de cinasas 

de FAK (pI2S FAK (FAK) Y Pyk2), la familia de cinasas de Src y la familia de cinasas p72,yk (Syk). 

La participación de la cinasa de focos de adhesión (FAK) en la transducción de señales 

iniciada por integrinas en los neutrófilos, l11onocitos y l11acrófagos es controvertida todavía. 

Mientras algunos investigadores han repo11ado la expresión y la activación de esta cinasa 
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dependiente de las integrinas en estos tipos celulares (Femandez, 1997; Gotoh, 1995), otros 

investigadores han fracasado en detectar tanto la expresión como la activación de la misma (Lin, 

1997; Lin, 1994; Roach, 1997). Se ha sugerido que posiblemente la cinasa Pyk (cinasa homóloga 

a F AK) participe en las tranducción de señales mediada por integrinas, ya que esta cinasa se 

expresa en las células mieloides y se ha observado su activación inducida con las integrinas en las 

células hematopoyéticas (Astier, 1997; Kondo, 2000). 

Las principales cinasas de la familia Src que se expresan en los neutrófilos y los 

monocitos/macrófagos son: p59/61 hck (Hck), p58c
.
fgc (Fgr), p53/5dyn(Lyn) Y p60c'''C(Src). Se ha 

observado que estas cinasas juegan un papel importante en la transducción de señales mediada 

por integrinas en las células mieloides. Las cinasas Frg y Lyn se activan cuando los neutrófilos se 

adhieren al fibrinógeno, o cuando los macrófagos se adhieren a fibronectina (Roach, 1997; Van, 

1996). Las evidencias experimentales más relevantes que apoyan la participación de las cinasas 

de la familia Src en el papel funcional de las integrinas se han obtenido con animales 

manipulados genéticamente (Meng y Lowell, 1997; Pereira, 2001). Por ejemplo, los macrófagos 

deficientes genéticamente de Hck (hck'/') o Fgr (fgr'/-) disminuyen su extensión sobre las 

superficies cubiertas con fibronectina y disminuyen la fosforilación en las tirosinas de varias 

proteínas, a diferencia de los macrófagos normales (Meng y Lowell, 1998). Por otro lado, se ha 

observado que en las líneas celulares de macrófagos murinos, la adhesión regulada por integrinas 

activa la cinasa Src y la cinasa de lípidos fosfoinositol 3-cinasa (PI 3-K), a través del proto­

oncogen p 120c-cbl (c-Cbl). El c-Cbl a su vez se ha identificado como un sustrato de Src en los 

ostoesclastos (Ojaniemi, 1997). 

La cinasa de tirosinas Syk, la cual predomina en las células hematopoyéticas, fue 

implicada originalmente en la respuesta a las inlcgrinas B3 en las plaquetas (Gao, 1997). 
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Posteriormente se observó que en una línea celular de monocitos, el entrecruzamiento de sus 

integrinas ~ 1 inducía la activación de Syk, y se observó una relación entre la activación de esta 

cinasa y la indución de la transcripción de citocinas (Lin, 1994). En los neutrófilos, Syk también 

se activa por integrinas, e induce la formación de complejos proteicos que contienen Syk, Fgr, 

Lyn, proteínas fosforiladas en tirosina e integrinas ~2 (Yan, 1997). Estas observaciones refuerza 

la posibilidad de que la cinasa Syk, junto con las cinasas de la familia Src, sean las responsables 

de iniciar las transducción de señales mediada por integrinas en los neutrófilos y los 

monocitos/macrófagos. 

Cinasas activadas por mitógenos 

Los eventos bioquímicos posteriores a la fosforilación de proteínas se conocen sólo en 

forma fragmentada. Sin embargo, se ha establecido que, en diferentes tipos celulares las 

integrinas pueden activar la cascada de la familia de las proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPKs), principalmente a dos miembros de está familia, las cmasas activadas 

extracelularmente, ERKI y ERK2 (MAPKcrk
I/2) (Clark y Hynes, 1996; Chen, 1996; Ishida, 1996; 

Lin, 1997; Mainiero, 1997; Renshaw, 1996). Se ha sugerido que la activación de esta cascada por 

integrinas se lleva acabo a través de varios elementos de la vía de Ras (Figura 3). La vía de Ras es 

utilizada por los receptores cinasa de tirosina para inducir la activación de la cascada de 

MAPKc
'kI/2 En esta vía, la autofosforilación del receptor resulta en la activación de la GTPasa de 

bajo peso molecular Ras (al intercambiar su GDP unido por GTP) a través de proteínas 

adaptadoras como Grb2 o Shc y proteínas activadoras como mSos (factor intercambiador de GDP 

por GTP). Ras activada inicia una cascada de fosforilación que comienzan con Raf-l y continúa 

con la cinasa de la cinasa de MAP (MEK) Y luego ERK, tcm1inando con la activación de factores 
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de transcripción que activan diferentes genes (Ahn, 1992; Davis, 1995; Gardner, 1994; Garrinton 

y Johnson, 1999; Kyriakis, 1992). 

Receptor cinasa 
de tirosina 

;> ' 
/--------

ShcJ 

[Grb2 ] 

(sos 
lRas-GDP 

Membrana 
celular 

Raf) • ( MEK ) 

/' 
( ERK ) 

Figura 3. Vía de Ras. Esta vía es utilizada por los receptores cinasa de tirosina para inducir la 
activación de la cascada de MAPK"kl/2 La autofosforilación del receptor resulta en la activación de Ras 
por el intecambio de sU GDP por GTP a través de las proteínas adaptadoras como Grb2 y Shc y las 
proteínas activadoras como mSos. Ras activada inicia una cascada de fosfonlación que comienzan con 
Raf-I y contmúa con la cinasa cmasa de MAP (MEK) Y luego ERK. 

Aunque se ha querido generalizar la participación de la GTPasa Ras en la activación de 

MAPK"kl/2 inducida por integrinas, todavía hay controversia en la participación de esta GTPasa. 

Algunos grupos encontraron que la activación de MAPKc'kl/2 no requiere la participación de Ras 

(Chen, 1994; Chen, 1996) mientras otros encontraron que Ras sí participa (Clark y Hynes, 1996; 

Kapron-Bras, 1993). Algunos trabajos sugieren que ambas partes tienen razón, ya que las 

diferencias observadas posiblemente son debidas a la capacidad de las integrinas para utilizar 

distintos mecanismos para activar MAPKc'kl/2(Figura 4). Las intcgrinas pueden conectarse a la vía 

10 



Ras a través de FAK (Schalaepfer, 1994; Schalaepfer, 1996; Schaller, 1992), o a través de la 

proteína transmembranal caveolina (Cav) (Wei, 1999). Las integrinas, al unirse con su ligando 

inducirian la autofosforilación de F AK o inducirían un cambio conformacional en Cavo La 

fosforilación de F AK crea sitios de unión para Grb2 y PI 3-K (Burridge, 1992; Critchley, 2000; 

Kumar, 1998) y el cambio de conformación en Cav crea un sitio de unión para Shc (Wary, 1996) 

(Figura 4A). Se ha observado que la activación de MAPK"k1i2 independiente de Ras tiene lugar a 

través de Raf (Arai y Escobedo, 1996; Cacace, 1996). Desafortunadamente todavía no se sabe 

cuales son las moléculas que podrían estar participando en la conexión entre las integrinas y Raf. 

Se ha propuesto que las moléculas involucradas podrían ser la fosfolipasa D (PLD) (Serrander, 

1996), la proteína cinasa C (PKC) (Vuorí y Ruoslahti, 1993), la cinasa unida a las integrinas 

(ILK) (Dedhar, 1997), o las cinasas de la familia Src (Cobb, 1994) (Figura 4B). Por otro lado, se 

ha sugerido que el mecanismo utilizado por las integrinas para conducir la activación de 

MAPKe'kl/2 también dependa del tipo celular. Por ejemplo, se ha observado que en los 

neutrófilos y los monocitos/macrófagos, el entrecruzamiento de las integrinas incrementa la 

activación de MAPK"k1i2 (Chen, 1996; Schlaepfer y Hunter, 1997); sin embargo, la participación 

de Ras sólo se corroborado en los neutrófilos. Este hecho no indica que participe Ras en los 

monocitos/macrófagos. 

11 



En células de mamífero se han identificado 14 GTPasas de la familia Rho (Racl-3, Cdc42, 

TCIO, RhoA-E, G, H Y Rndl Y 2). Las mejor caracterizadas son Cdc42, Racl y RhoA 

(Aspenstriim, 1999). El efecto de estas GTPasas sobre la organización del cito esqueleto de actina 

se ha observado en diferentes sistemas celulares, tales como fibroblastos, leucocitos y neuronas 

(Aspenstriim, 1999). Cdc42 participa en la formación de filipodia (protuberancias en forma de 

dedo formadas por una haz apretado de filamentos de actina en dirección de la protuberancia). 

Racl regula la formación de lamelipodia (protuberancias en forma de malla). RhoA participa en 

la formación de fibras de estrés (haces de filamentos de actina que atraviesan a la célula) y el 

ensamble de contactos focales (sitios donde las fibras de estrés se conectan con proteínas ECM a 

través de los receptores integrinas) (Hall, 1998) (Figura 5). También se ha visto que estas 

GTPasas pueden estar interconectadas jerárquicamente en una cascada, en la cual Cdc42 activa a 

Rac1 y esta a su vez activa a RhoA (Aspenstriim, 1999). 

Bradikinan 

! 

PDGF 
Insulina 
Bombesina 

~ 

Fibras de 
estrés 

Membrana 
Celular 

Bombesina 

Figura 5. Las GTPasas de la famIlia Rho regulan la organización del citoesqueleto. Diversos 
estímulos extracelulares inducen la ae(¡vaeión de Cde42, Rae 1 y Rho A. Estas GTPasas responden 
rápidamente a los estímulos para la fonnacrón de filopodia, larnchpodia y fibras de estrés 
respectivamente. Los miembros de esta familIa pueden interconectarse: Cdc42 puede actIvar Rae l,ésta 1 
a su vez puede actI\'~lr a Rilo A. 



La familia de las GTPasas Rho se ha implicado en la regulación de la agregación de las 

integrinas en los fibroblastos, así como en la regulación de la adhesión dependiente de integrinas 

en los leucocitos (Aplin, 1998). Sin embargo, hasta el momento se conoce poco sobre el papel 

que tiene la familia de las GTPasas Rho en las vías de transducción de señales inducidas con 

integrinas en las células fagocíticas. Se ha demostrado que en los macrófagos la extensión y la 

reorganización del cito esqueleto de actina inducido por integrinas son procesos regulados por 

Cdc42, Rac 1 y Rho A (Allen, 1997). 

Basándose en las observaciones experimentales obtenidas en otros sistemas celulares 

(fibroblastos y células endoteliales), se podrían proponer algunos mecanismos sobre cómo las 

GTPasas de la familia Rho podrían estar participando en las vías de transducción de señales 

inducidas por integrinas en las células fagocíticas (Figura 6). Varias moléculas, que son activadas 

por integrinas pueden conducir a la activación de las GTPasas de la familia Rho. Se ha descrito la 

activación del proto-oncogen Vav después del entrecruzamiento de las integrinas en varios tipos 

celulares, incluyendo las células mieloides (Gotoh, 1997; Moores, 2000). La activación de Rac 

puede ser regulada por Vav por catalizar el intercambio de GDP por GTP de esta GTPasa 

(Moores, 2000). La activación de Vav a su vez podría estar regulada por Syk (Han, 1998; 

Mainiero, 2000; Miranti, 1998; Moores, 2000). El entrecruzamiento de las integrinas de las 

células de ovario de hamster chino (CHO) transfectadas con un vector de expresión de Vav, 

induce la fosforilación en las tirosinas de Vav y ello depende de la ca-expresión de Syk. En este 

sistema Vav y Syk cooperan también para inducir la formación de lamellipodia, sugieriendo la 

activación de Rac (Miranti, 1998). Por otro lado en las células hematopoyéticas, se ha observado 

quc la activación de Syk por integrinas es regulada por las cinasas de la familia Src (Erpel y 

Courl. 1995; Parsons y Parsons, 1997; PcrcIl'a, 2001; Van, 1997). Las GTPasas de la famila Rho 
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también podrían ser activadas por PI 3-K (Akasaki, 1999). Se ha observado que esta cinasa de 

lípidos participa en la reorganización del citoesqueleto de actina y en la activación de Rac 

(Akasaki, 1999; Han, 1998; Hawkins, 1995; Leevers, 1999). Estas evidencias experímentales 

aumentan la posibilidad de que PI 3-K, Syk y Vav participen en la activación de las GTPasas de 

la familia de Rho en la transducción de señales por integrínas en las células fagocíticas. 

~ Proteínas 

~::~~~~~~~~~~~~ ~ ___ ;:~'delaECM 

v 'v ~ 

~ Syk 

8---elr~J, 
Akt ~-.... 

Membrana 
Celular 

Figura 6. Posibles mecanismos de la activación de las GTPasa de la familia Rho por 
integrinas. La activación de Rac por integrinas podría ocurnr a través de proteínas tales como Cdc42 y la 
fosfomosito1 3-cinasa (PI 3-K) o possib1emente a través de Syk y Vav. 

Las GTPasas de la familia Rho también podrían participar en la transducción de señales 

por integrinas activando muchas otras moléculas. Cdc42 se ha implicado en la activación PI 3-K, 

Akt, la cinasa de tirosinas asociada a Cdc42 (ACK) y MAPKcrkJ
/
2 (Clark, 1998; Yang, 1999). Rac 

se ha implicado en la activación de MAPKp38 y de JNK (Brenner, 1997; Mainiero, 2000) y así 

mismo Rho se ha implicado en la activación de MAPK"kJ!2 y de FAK (Critchley, 2000; Renshaw, 

1996). Sin embargo, hasta este momento no se conoce cuáles de estas proteínas podrían estar 

participando cn las vías de (randucción de señales iniciadas por integrinas cn las células 

fagocíticas. 
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Expresión de genes inducida por integrinas. 

Las integrinas pueden inducir la expresión de genes en varios tipos celulares. En los 

fibroblastos, por ejemplo, las integrinas a5/~ 1 inducen la expresión de varios genes específicos 

de metalproteinasas, mientras que las integrinas a4/~ 1 inbiben esta respuesta. Tal vez el ejemplo 

más claro de activación de genes por integrinas se encuentre en los monocitos. La adhesión 

dependiente de integrinas en los monocitos induce la expresión rápida de un gran número de 

genes de respuesta inmediata temprana (lE). Algunos de estos genes codifican para citocinas 

inflamatorias IL-I, IL-8 Y TNF-a (Aplin, 1998; Giancotti y Ruoslahti, 1999; Rosales y Juliano, 

1995). El entrecruzamiento de las integrinas ~ l resulta en una rápida acumulación los rnRNA de 

los genes lE activados por adhesión (HaskilI, 1988; Hiscott, 1993), mientras que el 

entrecruzamiento de las integrinas ~2 no causa la misma respuesta. Estos datos ejemplifican el 

hecho de que las vías de transducción de señalcs aÚn dcntro de la familia de las integrinas son 

diferentes. Elucidar la vía usada por cada tipo de integrina es muy importante para comprender 

cómo éstos receptores regulan las diversas funciones celulares de los monocitos. 

La expresión in vivo e in vitro de muchos de los genes lE inducidos en los monocitos 

requiere la activación de factores de transcripción específicos. Los promotores y las regiones 

reguladoras de varios genes lE contienen secuencias que reconocen el factor de transcripción NF­

KB (Cogswell, 1994; Hiscott, 1993). Este factor se encuentra unido a su inbibidor IKB en el 

cito sol. NF-KB se separa de su inbibidor al ser activado y es transportado al núcleo. Hay evidencia 

experimental que demuestra que el entrecruzamiento de las integrinas induce la activación del 

factor NF-ICB (Lin, 1994) y que la activación de este factor es esencial para la indución de genes 

lE (Cogswell, 1994; Hiscott, 1993; Lin, 1994). Sin embargo aún no se conocen las moléculas 
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intennediarias que participan en la activación de NF-KB inducida por integrinas y que conduce a 

la expresión de los genes lE en estas células (Figura 7). En este sistema se ha observado una 

conexión entre la activación de NF-KB y la fosforilación de las proteínas en tirosinas. La cinasa 

Syk es la enzima que se ha demostrado que se activa en respuesta a las integrinas en monocitos. 

También se ha observado una relación entre la activación de esta cinasa y la activación del factor 

NF-KB (Lin, 1994). Por lo tanto es muy probable que Syk participe en la activación de NF-KB por 

integrinas en monocitos. Hay evidencia experimental que demuestra en este sistema que no se 

reqUIere la GTPasa Ras en la activación del factor NF-KB por integrinas (Rosales y Juliano, 

1996). 

.------J Proteínas 

~~~~~~~~~~~~ ~~~_'delaECM 

'V 'v V 

I NF-KB I 

Membrana 
Celular 

Figura 7. ActivacióII de NF-kB por illtegrillas. Las moléculas que participan en la activación de NF­
KB inducida por integnnas en células monocitlcas aun no se han elucldo. Sin embargo, Syk es el 
candidato perfecto debido a que se ha observado que existe una correlaClón extrecha en la actÍvaclón de 
Syk y la activación de NF-KB. 

Corno se puede observar, las vías de señalización activadaspor integrinas en los monocitos 

no se han estudiado tan extensamente corno en otros sistemas celulares. El conocimiento de estas 

vías pen11itirían comprender corno estos receptores pueden regular diferentes respuestas celulares 

de los I11onocitos. 
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Plantamiento del Problema 

Una de las funciones celulares más importantes que es activada por integrinas pi en las 

células mielomonocítica es la producción de las citocinas IL-l, IL-8 Y TNF-o: [Haskill el al, 

1988]. Esto significa que el entrecruzamiento de las integrinas induce la transcripción de los 

genes que codifican para la producción de estas proteínas. La transcripción génica de estas 

citocinas se regula por factores de transcripción. Hasta el momento se conoce poco sobre los 

factores de transcripción que se activan por las integrinas pi Y sobre las vías de tranducción de 

señales que utilizan estos receptores para activar los factores de transcripción que conduciria a la 

expresión de estas citocinas inflamatorias. Sin embargo, se ha observado que uno de los factores 

de transcripción que tiene un papel importante en la inducción génica de estas citocinas es el 

factor de transcripción NF-KB. Las regiones reguladoras 5' de los genes de las citocinas IL-l, IL-8 

Y TNF-o:, contienen sitios de unión para el factor de transcripción NF-KB (Cogswell, 1994; 

Hiscott, 1993). Además, también se ha observado que el entrecruzamiento de las integrinas pi 

conduce a la activación del factor NF-KB (Lin, 1994). Debido a estos datos experimentales 

pensamos que monitorear la activación de NF-KB sería una manera ideal para estudiar las vías de 

transducción de señales por integrinas pIque conducen a la inducción génica de dichas citocinas. 

Pensamos que los candidatos que podrían participar en esta vía de transducción de señales son las 

proteínas que regulan el ensamble del cito esqueleto de actina tales como PI 3-K Y las GTPasas de 

la familia de Rho. Esta idea se basa principalmente en dos evidencias experimentales: 1) cuando 

las integrinas se unen a su ligando, inducen la reorganización del cito esqueleto de actina (Dogic, 

1999), y 2) la activación de NF-KB por las integrinas pi parece ser independiente de Ras (Rosales 

y Juliano, 1996). Algunas observaciones iniciales su giren que el entrecruzamiento de las 
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integrinas enciende la vía de Ras (Grb-2~ Sos~ Ras~ Raf~MEK~MAPK"kIl2) (Ahn, 1992; 

Chen, 1994), y por lo tanto se ha tratado de involucrar esta vía en las funciones inducidas por 

integrinas. Sin embargo, Ras no parece participar al menos en la activación de NF-KB, (Rosales y 

Juliano, 1996). Es importante la elucidación de las moléculas que intervienen en la vía de 

transducción de señales que conducen a la activación de NF-KB y por consecuencia a la expresión 

de las citocinas inflamatorias, ya que ello nos daria un mejor conocimiento sobre como se regula 

el proceso inflamatorio por células monocítica. 
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Hipótesis 

Las integrinas ~1 en los monocitos activan al factor nuclear de 

transcripción NF-KB a través de las proteínas PI 3-K, Rac 1 y Rho A. 
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Objetivo General. 

El objetivo general de este trabajo era encontrar algunas de las moléculas que participan en 

la vía de transducción de señales mediada por las integrinas ~ 1, que conducen a la activación del 

factor de trascripción NF-KB en los monocitos. 

Objetivos Particulares. 

Una manera fácil de encontrar algunas de las moléculas que intevienen en esta vía de 

transducción de señales consiste en medir la activación de NF-KB por integrinas ~ 1 en células 

monociticas THP-I tratadas o sin tratar con inhibidores específicos de proteínas. Esta estrategia 

experimental nos sirvió para plantear objetivos particulares que en su conjunto nos llevarían a 

lograr el objetivo general. Los objetivos particulares eran: 

• Inducir la activación de NF-KB por el entrecruzamiento de integrinas ~l en la línea celular 

monocítica de leucemia THP-l. 

• Investigar el papel del citoesqueleto de actina en la activación de NF-KB por integrinas ~ l. 

• Investigar la participación de las GTPasas Rac y Rho en la transducción de señales por 

intcgrinas ~ 1. 

• Investigar la participación de fosfoinositol 3-cinasa en la transducción de señales por integrinas 

~l. 

21 

--------.-- --.-----------------------------------------------------------------------



Métodos 

Reactivos. 

a) Anticuerpos. El anticuerpo monoc1onal anti-integrina ~ 1 (TS2/16) fue donado por el Dr. 

Martín Hemler del Instituto de Investigación de Cancer Dana Farber (Boston, MA). El 

anticuerpo monoc1onal anti-MHC clase 1 (W6/32) es de ATCC (Manassas, VA). El anticuerpo 

monoclonal anti-fosfotirosinas (AFT8) fue producido por el Dr. Carlos Rosales, ya se ha 

descrito (Sánchez-Mejorada y Rosales, 1998).El anticuerpo monoc1onal anti-HA (l2CA5) es de 

Roche Molecular Biochem (Indianapolis, IN). El anticuerpo monoc1onal anti-pan ERK 

(MAPK"'kI/Z, No. de catálogo E17l120) es de Transduction Laboratories (Lexíngton, KY). El 

anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfoinositol 3-Cinasa pll0~ _(pI 3-K pll0~, No. de 

catálogo sc-7189) es de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA). Los fragmentos F(ab')2 de 

anticuerpos de cabra contra anticuerpos IgG de ratón (F(ab'h de cabra anti-IgG) y F(ab')z de 

cabra anti-IgG conjugados con peroxidasa de raíz fuerte son de Cappel (Aurora, OH). 

b) Inhibidores. Los inhibidores de fosfoinositol 3-Cinasa (wortmanina y LY294002), el 

inhibidor de cinasas de tirosina (herbamicina A) y el inhibidor de Syk (picietanol) son de 

Calbiochem (San Diego, CA). El inhibidor específico de MEK (PD98059) es de New England 

Biolabs (Beverly, MA). 

c) Plásmidos. El plásmido reportero 3XMHC-luc conduce a la síntesis de luciferasa como 

repuesta a la activación del factor de transcripción NF-KB, y contiene tres sitios de unión para el 

factor de transcripción NF-KB. Este plásmido fue donado por los Doctores. John Wcstwick y 
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David A. Brenner de la Universidad de Carolina del Norte (Chapel Hill, NC). Los plásrnidos que 

dirigen la síntesis de la fonna nonnal o mutada de las proteínas de Rho ó Rac fueron donados por 

el Dr. Channing Der de la Universidad de Carolina del Norte (Chapel Hill, NC). Los cDNAs de 

las fonnas de Rho y Rac fueron clonados en el vector retroviral pZIP. El Rho NI9 (asparagina 19) 

y el Rac N17 (asparagina 17) son las fonnas dominantes negativas de estos genes, mientras Rho 

L63(leucina 63) y Rae Il15 (isoleucina 115) son las fonnas activadas (oncogénicas). El plásmido 

que dirige la síntesis de MAPK"kl/2 deficiente en su actividad cinasa (K"MAPKe,kJl2) fue donado 

por el Dr. Rudy Juliano de la Universidad de Carolina del Norte (Chapel Hill, NC). El plásmido 

que dirige la síntesis de MAPKe,kJl2 marcada con epítope (HA_MAPKe,kJl2) fue donado por el Dr. 

Mike Weber de la Universidad de Virginia (Charlottesville, VA). El sistema de plásmidos Gal­

Elk/5XGal-luc fue donado. El plásmido Gal-EIk conduce la expresión de una proteína híbrida que 

contiene la región de activación de Elk y el sitio de unión a DNA de Gal, el cual es expuesto 

cuando la región de Elk de esta proteína es fosforilada. El plásmido 5XGal-Iuc, conduce la 

síntesis de luciferasa como respuesta a la activación de la proteína híbrida Elk/Gal. 

Células. 

Los monocitos humanos de la línea celular THP-I se mantienen en medio RPMI-1640, 

suplementado con suero fetal de bovino 10% inactivado, L-glutamina 20 )lM, penicilina 50 

unidades/mi y estroptomicina 50 )lg/ml. Todos los reactivos utilizados en el mantenimiento de las 

células THP-I son de Gibco BRL (Grand Island, NY) 
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Tranfecciones. 

Las células THP-l se transfectan mediante el método del DEAE-dextrán (Ausu bel, 1994). Se 

añaden 3 X 106 células en 0.5 mI de medio RPMI 1640 a 4 mI de medio RPMI 1640 que contenga 

5 ¡.tg del plásmido en cuestión. A esta mezcla se le agrega 500 ¡.tI de DEAE-dextrán a una 

concentración de 2 ¡.tg/ml y se incuba durante una hora a 37°C. Después las células se centrifugan 

y resuspen en RPMI 1640 que contenga c1oroquina 0.1 mM. Las células se incuban durante otra 

hora a 37°C. Posteriormente las células se lavan con PBS e incuban en medio RPMI 

suplementado y se mantienen a 37°C y 5% CO2 por 24 horas antes de usarlas. 

PBS: KH2P041 mM, Na2HP04 6 mM, NaCb 155 mM, pH 7.2 

Actividad de la luciferasa 

La actividad de la luciferasa se determina en los lisados celulares con un luminómetro 

(Luminometro Monolight 2010, Winooski, VT) durante 20 segundos. 50 ¡.tI de los lisados 

celulares se mezclan con 100 ¡.tI de buffer de luciferasa y 100 ¡.tI de sustrato (250 ¡.tM D-Iuciferin, 

pH 6.5; Sigma-aldrich, St Louis, MO). Para evaluar la eficiencia de las transfecciones, las células 

se transfectan con el plásmido control pGL3 (Promega, Madison, WI) el cual expresa 

constitutivamente la luciferasa por tener el promotor SV 40. La actividad de la uciferasa se 

normaliza basándose en la concentración proteíca de los lisados celulares y se reporta como 

número de incremento sobre los controles no estimulados, los cuales arbitrariamente son tomados 

como uno. La concentración proteíca de los lisados se determinada usando el método de ácido 

bicinconinico. Los análisis estadísticos realizados en este trabajo fueron con la prueba t- Student. 

Buffer de luciferasa: tri glicina 30 mM, A TP 3 mM, MgS04 15 mM, ditiotreitol 10 mM, pH 7.8 
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Estimulación 

a) Fibronectina .. Se cubren cajas de cultivo de 33 mm de diametro con fibronectina humana 20 

¡.tglml en PBS toda la noche a 4°C y son bloqueadas con BSA 1 % (albumina de bovino). Las 

células THP-1 se lavan con PBS y resuspeden en 1.5 mi de medio RPMI 1640. Las células se 

colocan sobre las cajas cubiertas de fibronectina o dejan en suspensión e incuban a 37°C por los 

tiempos que se indican en la sección de resultados. 

b) Anticuerpos. Las células THP-1 se incuban en medio RPMI 1640 solo, o en medio RPMI 1640 

que contenga el anticuerpo deseado a una concentración de 5 ¡.tglml por una hora a 4°C. La 

células se lavan y resuspenden en medio RPMI 1640 conteniendo F(ab')2 de cabra anti-ratón IgG 

a una concentración de 5 ¡.tglml. Las células se incuban a 37°C por 3 minutos o por los tiempos 

indicados en la sección de resultados. 

Ensayos de movilidad retardada. 

Se congelan 3 X 106 de células THP-I en un baño de hielo seco y metanol por 10 minutos, 

posteriormente se derriten en 100 ¡.tI de buffer A (hipotónico). Esto provoca que se rompa la 

membrana celular al 100% sin afectar los núcleos. Los núcleos celulares se recuperan por 

centrifugación a 800 x g (3000 rpm en una microcentifuga) por 10 min y posterioremente se lisan 

con 20 ¡.tI de buffer C (hipertónico). Los extractos nucleares se mezclan con el mismo volumen de 

buffer D y guardan a -80°C. 

Las reacciones de unión al oligo de DNA se hacen en un volumen final de 20 111. Esta reacción 

debe contener 10 ¡.tg de proteína de nuclear, el oligonucleotido radiomarcado con 32p, 1 ¡.tg de 

poli[d(l.C)] y 10 ¡.tg dc BSA. El oligonúcleotido que se utiliza tiene una secuencia consenso 



general de unión para NF-KB. La secuencia es: 5'-GGGGACTTTCCC-3'. La mezcla de reacción 

se incuba por 20 minutos a temperatura ambiente y se para con 6 J.lI buffer de carga. Los 

complejos DNA-proteína son separados en geles de policrilamida al 5% no desnaturalizantes los 

cuales se corren a 150 V. Los geles son secados y analizados con un aparato Mocular Dynamics 

Phosphoimager modelo Storm 850 (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). 

Buffer A hipotónico: Hepes 10 mM pH 7.9, KCllO mM, MgClz 1.5 mM, ditiotretiollmM. 

Buffer e hipertónico: Hepes 20 mM, NaCl 0.4 M, MgClz 1.5 mM, glicerol 25% v/v, EDTA 0.2 

mM, ditiotreitoll mM, PMSF 0.5 mM, pH 7.9 

Buffer D: Hepes 20 mM pH 7.9, KCl 50 mM, glicerol 20% v/v, EDTA 0.2 mM, ditiotreitol 1 

mM, PMSF 0.5 mM. 

Buffer de carga: Bromofenol 0.25%, xileno de cianol 0.25%, glicerol 30%, MgCh 4mM, KCI 30 

mM, Tris-HCl20mM pH 7.9. 

Lisados celulares. 

Las células THP-l se lisan en buffer RIP A conteniendo vanadato de sodio 1 mM, p-nitrofenil 

fosfato 1 mM, PMSF 2 mM, aprotínina 50 f.Lg/ml, leupeptina 25 J.lg/ml y pepstatina 25 f.Lg/ml. 

Esta mezcla se incuba por 15 minutos a 4°C y posteriormente se centrifuga a 2000 x g por 5 

minutos. Los sobrenadantes se guardan a -80°C hasta que se utilizan. 

Buffer RIPA: NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, HEPES 50 mM, desoxicolato de sodio 0.5%, 

NOllidet P-40 1%, pH 7.5 

Westem Blot 

Las proteínas de los lisados celulares totales de un número equivalente de células ó de 
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inmunoprecipitados de MAPKerkll2 
Ó inmunoprecipitados de PI 3-K se separan en geles SDS­

acrilamida al 10 %, al 12 % o al 8% repectivamente. Los geles se corren a una corriente de 20 

mAmp utilizando buffer para electrodo. Las proteínas se electrotrasfieren a membranas de 

fluoruro de polivinilidino (PVDF) a 500 mAmp por dos horas en presencia de buffer de 

transferencia. Las membranas se incuban en buffer de bloqueo toda la noche a 4°C. 

Posteriormente, las membranas se incuban con el correspondiente anticuerpo en buffer de 

bloqueo por una hora a temperatura ambiente, anti-fosfotirosina (AFT8) I J.Lg/ml, anti-ERK 75 

nglml y anti-PI 3-K 100 ng/ml. La membranas se lavan 6 veces con PBS; cada lavado es de 5 

minutos. Posteriormente las membranas se incuban por otra hora con F(ab')2 de cabra anti-ratón 

IgG o F(ab')2 de cabra anti-conejo IgG acoplados a peroxidasa (HRP) a una dilución de 1/3333 en 

buffer de bloqueo. Después de seis lavados más con PBS, las proteínas que reaccionan con el 

anticuerpo se detectan usando un sustrato quimioluminicente (Super Signal, Pierce, Rockford, IL) 

siguiendo las instrucciones del proveedor. Las membranas se desnudan de los anticuerpos unidos 

mediante una incubación por 30 minutos a 50°C en un buffer que contenga Tris-HCI 62.5 mM, 

pH 6,7, 2-mercaetanol 100 mM, SDS 2 %. Las membranas se prueban con otros anticuerpos. 

Buffer de bloqueo: BSA 1 %, leche en polvo descremada 5%, Tween 20 0.1 % en PBS. 

Buffer de electrodo: Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1 %. 

Buffer de transferencia: Tris-HC125 mM, glicina 192 mM, metanol20% pH8.3 

Ensayo para medir la actividad de PI3-K. 

PI3-K es inmunoprecipitada de los lisados celulares (equivalente a 1.5 X 107 células THP-l) con 

1 J.Lg del anticuerpo anti-PI 3-K. Primero el anticuerpo se incuba con 50 J.Ll de proteína G-sefarosa 

50 % (Phamlacia Biotcch, Uppsala Swedcn) por dos horas a 4°C y posteriomlente se agregan los 
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lisados celulares. Esta mezcla se incuba por tres horas a 4°C. Las perlas de sefarosa se lavan: 1) 

dos veces con PBS frío que contega NP-40 1 % Y vanadato de sodio 1 mM, 2) dos veces con Tris 

100 mM pH 7.4 frío que contega vanadato de sodio lmM y 3) dos veces con buffer TNE frío. Los 

inmunoprecipitados se resuspenden en: 10 fll de TNE y 10 fll de MgCIz 100 mM. Para iniciar la 

reacción de cinasa se agrega: 40 flg de L-a-fosfstidilinositol (resuspendidos en lO fll de una 

disolución de EGTA I mM, Tris 10 mM pH 7.4) Y lO fll de buffer de cinasa. La mezcla se incuba 

a temperatura ambiente por 30 minutos y la reacción se para con 20 fll de HCI 6N. Los Jípidos se 

extraen agregando a la mezcla anterior 160 fll de CHCb:CH30H (1:1 v/v) y agitando 

vigorosamente. Posteriormente esta mezcla se centrifuga a velocidad máxima por 10 minutos en 

una microcentrifuga. Cincuenta ¡.tI de la fase órganica se aplican en una placa de sílica gel 

oxilatada (Sigmal-aldrich, St Louis, MO). Los Jípidos se separan por cromatografia en capa 

delgada utilizado una mezcla de disolventes de CHCh:CH30H:H20:NH40H (60:47:11.3:2 v/v). 

El fosfatidilinositol-3-fosfato se detecta por autoradiografia. Para evaluar la cantidad de proteína 

inmunoprecipitada un alicuota de cada muestra se separa y se analiza por Westem blot con 

anticuerpos anti -PI 3-K. 

Buffer TNE: Tris lO mM pH 7.4, NaCI150 mM, EDTA 5 mM, y Na3V04 1 mM. 

Buffer de cinasa : ATP 0.88 mM, 8 ¡.tCi de [y_32p jATP (0.11 TBq/mmol; 2 mMCi/ml). 

Ensayo para medir la actividad de MEK. 

MEK se inmunoprecipita de los lisados celulares (equivalente a 1.5 X 106 células THP-I) con 0.5 

¡.tg de anticuerpo anti-MEK. Primero el anticuerpo se incuba con 50 fll de proteina A sefarosa al 

50% por dos horas a 4 oc. Posteriormente se mezcla con el lisado celular y se incuba por otras dos 
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horas a 4°C. Las perlas de sefarosa se lavan una vez con buffer de RIP A Y cuatro veces más con 

buffer de lavado frío. Los irununoprecipitados se resuspenden en 40 l.!! de buffer de cinasa 

conteniendo 3¡.tg de MAPKe'k1l2 deficiente en su actividad de cinasa (K-MAPKe'kl/2) como 

sustrato para MEK. Las mezclas se incuban a temperatura ambiente por 30 minutos. La reacción 

se para con 20 ¡.tI de buffer de carga 2X y calentando a 100°C por 5 minutos. Las proteínas se 

separan en geles de SDS-acrilamida al 12%. Las proteínas se analizan por autorradiografia. Para 

evaluar la cantidad de proteína irununoprecipitada se separa una alícuota de cada muestra y se 

analiza por Westem bIot con anticuerpos anti-MEK. 

Buffer de lavado: Tris-HCl 0.25 M, pH 7.5, NaCl 0.1 M. 

Buffer de cinasa: Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, MgCIz 10mM, ditiotreitoIl mM, ATP 25 ¡.tM, 5 ¡.tCi 

de [y_32P1ATP (0.11 TBq/rnmol; 2 mMCilml). 

Buffer de carga: SDS 5%, glicerol 20%, Azul de bromofenol 0.25%, Tris 125 mM pH 6.7 

Inmunoprecipitación de HA_MAPK"rkI/2. 

Se irununoprecipita MAPK"k1l2 marcada con un epítope de hemaglutinina de influenza (HA) de 

lisados celulares (equivalente a 1.5 X 107 células THP-l) con el anticuerpo anti-HA, l2CA5. 

Primero el anticuerpo se incuba con los lisados celulares por 2 horas a 4°C y posteriormente se 

agrega 50 ¡.tI de sefarosa-proteína G al 50%. Se incuba la mezcla por 4 horas a 4°C. Las perlas de 

sefarosa se lavan tres veces con buffer de RIP A frío y cuatro veces más con PBS frío. Los 

inmunoprecipitados se separan en geles SDS-acrilamida 9% y analizan por westem blot con 

anticuerpos anti -fosfotirosina. 
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RESULTADOS 

Las integrinas /31 activan a NF-KB 

En varios trabajos se ha reportado que el entrecruzamiento de las integrinas 131 en los 

monocitos induce la transcripción de los genes de IL-l, IL-8 Y TNF - Y que ello requiere la 

activación del factor de transcripción NF-kB (Cogswell, 1994; Eierman, 1989; Haskill, 1991; 

Haskill, 1988). Por lo tanto un buen modelo para elucidar que vías de transducción de señales son 

activadas por integrinas 131 es evaluar la activación del factor de transcripción NF-KB en la línea 

celular monocítica THP-l. La adhesión a fibronectina o el entrecruzamiento de las integrinas 131 

de células THP-l con el anticuerpo monoclonal anti-integrina 131 (TS2/l6) induce a la activación 

de NF-KB. Esta activación se reflejó en un incremento de la actividad de luciferasa de alrededor 

de tres veces en comparación con las células que no fueron estimuladas o fueron estímuladas con 

el anticuerpo monoclonal anti-MHC clase I (Figura 8). La activación de NF-KB también se midió 

por su translocación al núcleo de la célula. Esto se realizó a través de ensayos de movilidad 

retardada que determina la formación de los complejos DNA-NF-KB. En estos ensayos la mayor 

activación de NF-KB fue 20 minutos después del entrecruzamiento de las integrinas 131. A este 

tiempo se observó un incremento de 5 veces en la formación del complejo NF-KB-DNA (Figura 

9). 
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Figura 8. El entrecruzamiento de las integrinas {JI induce la activación NF-kB. Se tranfectaron 
3X 106 células THP-l con el plásmido reportero específico de NF-KB (3XMHC-Iuc). Veinticuatro horas 
después de la transfección se pusieron las células en medio RPMI-1640 sin suplementar y se dejaron en 
suspensión o adheneron a fibronectina (Fn). Algunas células se trataron con el anticuerpo monocIonal 
anti-integrinas rl1 (TS2/16) o con el anticuerpo monoclonal anti-MHC cIase 1 (W6/32). Después de cuatro 
horas de incubación a 37°C las células fueron lisadas y la actividad de luciferasa que representa la 
actividad de NF-KB fue detenninada en un luminómetro. Los datos son promedio (+/-) error estandar de 3 
determinaciones por separado. 
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Figura 9, CiJ/ética de activaciólI de NF-KB por illtegrillas {JI. Se Incubaron 3 X lO' células TI-lP-I 
con el anticuerpo monoelonal anti-integrina j3 ¡ (TS2116) y se estImularon por los tiempos Indicados. Se 
prepararon los extractos nucleares para los ensayos de unión de proteína al DNA como sc indica en la 

sección de métodos. Las bandas son los complejOS específicos DNi\/NF-;:R. l.os datos son 
reprcscntatl\'os de dos L::\.pC1"ll11cnlo::; Independlenks. 
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El citoesqueleto regula la activación de NF-tdJ por integrinas pi 

Las integrinas, al entrecruzarse, inducen reorganización del citoesqueleto de actina 

(Burridge y Chrzauowska-Wodnicka, 1996; Harris, 2000; Rosales y Ju1iauo, 1995). Por tal 

motivo decidimos estudiar el papel del citoesqueleto de actina sobre la activación de NF-KB. Las 

células THP-l que se trataron con citocalasina B (compuesto que destruye los filamentos de 

actina), a 10 f.lg/ml por 15 minutos a 37°C autes de la estimulación con integrinas no mostraron 

activación de NF-KB. Esto se pudo observar tanto en los ensayos de trausfección (Figura 10), 

como en los ensayos de movilidad retardada (Figura 14). Estos resultados nos sugieren que el 

cito esqueleto de actina es requerido para la activación de NF-KB a través de las integrinas p . 
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Figura 10. La activación de NF-kB por ültegrinas PI es dependiente del citoesqueleto. Se 
transfectaron 3X lO" células THP-I con el plásmido reportero específico de NF-KB (3XMHC-luc). 
VeintIcuatro horas después de la trans[eeeión las células se pusieron en 4 mi RPMI sin suplementar y se 
dejaron en suspensión (Sus) o trataron con el anticuerpo 1110noclonal anti-mtegrinas [31 (TS2/16). Antes 
de la cstimulaciÓn. las células se trataron con 10 ;lg/ml de eitoealasina 13 (Cyt 13) o sólo con el disolvente 
(DMSO) por 15 minutos a 37°C. Dcpués de cuatro horas de incubación a 3rC. las células se IIsaron y la 
:lctl\'idad de luclfcrasa ::::.c dctermmó en lun1Il1ÓrrH.~tro. Los d;,1\os :-;on pronlcdlo (+/-) error cstandm de ,) 
ddcrminacloncs por separado. 



Las GTPasas Rho y Rac regulan la activación de NF-KB por integrinas pi 

La inhibición de la activación de NF-KB por citocalasina B y el hecho de que Ras no 

parece estar involucrada en la activación de este factor nuclear por integrinas ~ 1 en este tipo 

celular (Rosales y Juliano, 1996) sugería que posiblemente otras GTPasas podrían estar 

participando en la activación de NF-KB por integrinas ~ 1. Las GTPasas de la familia Rho juegan 

un papel importante en la reoganización del cito esqueleto de actina inducido por las integrinas 

(Hall, 1998). Por tal motivo nos pareció que estas GTPasas podrían participan en la activación de 

NF-KB por integrinas ~ 1. Para analizar la participación de las GTPasas Rho y Rac en la 

activación de NF-KB por integrinas, las células THP-l fueron co-transfectadas con el plásmido 

reportero de NF-KB y otro plásmido que dirige la expresión de una forma mutada de Rho o de 

Rac y posterioremente se estimularon por adhesión a fibronectina. La células estimuladas que 

expresaban la forma silvestre de Rho activaban a NF-KB de igual manera que las células que 

contenían el vector vacío. Reflejandose en ambos casos un incremento de la actividad de 

luciferasa alrededor de tres veces comparado con las células que no fueron estimuladas (Figura 

11). Las células estimuladas que expresaban la dominante negativa (Rho N19, inhibe Rho 

endógeno) provocó un incremento en la actividad de NF-KB de casi 8 veces (Figura 11). En 

contraste, la forma oncogénica Rho L63 bloqueó la activación de NF-KB por integrinas ~ 1 a un 

nivel basal (Figura 11). La expresión de la forma silvestre de Rac tampoco cambio el nivel de 

activación de NF-KB después de la adhesión celular a fibronectina (Figura 12). Sin embargo, al 

contrario de los efectos de Rho, la dominante negativa Rac Nl7 bloqueó la activación de NF-KB 

(Figura 12), mientras quc la I11utante oncogénica Rac I115 causó un incremento en la actividad de 

luciferasa de casi 11 veces después de la adhesión celular a fibronectina (Figura 12). Estos 



resultados sugieren que tanto Rho y como Rac participan en la regulación de la activación de NF-

KB inducida por integrinas [3 1, pero que estas GTPasas tienen efectos contrarios sobre el factor 

NF-KB, ya que Rho parece actuar como un regulador negativo. 
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Figura 11. Rho activado inhibe la activación de NF-KB por illtegrinas /31. Se co-transfectaron 3 
X lO" células THP-l con el plásmido reportero específico de NF-KB (3XMHC-luc) y un plásmido que 
dirige la expresión de la forma silvestre de Rho, la forma dominante negativa de Rho (Rho N19) o la 
forma oncogénica activada de Rho (Rho L63). Veinticuatro horas después de la co-transfección las 
células fueron puestas en 4 mI de medio RPMI-1640 sin suplementar y se dejaron en suspensión (Sus) o 
adherieron a fibronectina (Fn). Depués de cuatro horas de incubación a 37°C las células se lisaron y se 
detemlino la actividad de luciferasa. pZIP es el vector vacío en el cual se clonaron los diferentes cDNA de 
Rho. Los datos son promedio (+/-) error estandar de 8 determinaciones por separado. 
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Figura 12. La dominante negativa de Rac inhibe la activación de NF-kB por integrinas {JI. Se 
eo-transfeetaron 3 X 106 células THP-I con el plásmido reportero específico de NF-kB (3XMHC-Iuc) y 
un plásmido que dirige la expresión de la forma silvestre de Rae, la forma dominante negativa de Rac 
(Rae N17) o la forma oneogénica activada de Rac (Rac II 15). Veinticuatro horas después de la 
contransfeceión las células se pusieron en 4 mI de medio RPMI sin suplementar y se dejaron en 
suspensión (Sus) o adherieron a fibroneetina (Fn). Depués de cuatro horas de incubación las células se 
lisaron y se determino la actividad de 1ueiferasa. pZIP es el vector vacío en el cual se clonaron los 
diferentes cDNA de Rac. Los datos son promedio (+/-) error estandar de 8 determinaciones por separado. 

PI 3-K participa en la activación de NF-KB por integrinas pi 

Fosfatidilinosito1 3-Cinasa (PI 3-K) se ha descrito como una proteína que participa en 

varias repuestas intracelulares inducidas por integrinas 131(Chen y Guan, 1994; Howe, 1998; 

King, 1997). Además esta cinasa también participa en la reorganización del cito esqueleto de 

actina y en la acllvación de Rac (Akasaki, 1999; Aspenstrom, 1999; Han, 1998). Debido a esto 

decidimos analizar si PI 3-K participaba tanlbién en la activación de NF-KB por integrinas 131. 

Las células THP-1 transfeetadas con el plásmido reportero de NF-KB se trataron con wortmanina 

50 nM y LY294002 50 flM (inhibidores específico de PI 3-K) antcs de ser estimuladas por 



adherirlas a fibronectina o por entrecruzamiento de sus integrinas 131 con anticuerpo. Ambos 

inbibidores bloquearon la activación del factor NF-kB, sugiriendo con esto que PI 3-K participa 

en la activación de este factor de transcripción (Figura 13). Además, por ensayos de movilidad 

retardada, se observó que wortmanina y LY294002 bloqueaban por completo la unión de NF-KB 

a su secuencia consenso en el DNA (Figura 14). Esto confirmó la participación de PI 3-K en la 

activación de este factor. La hipótesis de que PI 3-K participa en esta vía es reforzada por la 

observación de que el entrecruzamiento de las integrinas ¡n con el anticuerpo activó a PI 3-K. 

Esta respuesta se bloqueó en presencia de los dos inbidores de PI 3-K (Figura 15) . 
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Figura 13. La activación de NF-kB es dependiente de PI 3-K. Se transfectaron 3X 10' células 
THP-1 con el plásmldo reportero específico de NF-kB. Vemticuatro horas después de la transfección las 
células se transfirieron a 4 mi de medio RPMI-1640 sin suplementar y se dejaron en suspensión (Sus) o se 
adheneron a fibronectina (Fn). o se trataron con anticuerpo monoclonal anti-integrinas 131 (TS2/16), 
Antes de la estllllulación las células se trataron con wortmanina 50 nM o sólo el solvente (DMSO) por 30 
minutos a 4°C. Depués de cuatro horas de incubaCIón a 37°C las células fueron lIsadas y la actividad de 
luciferasa determinada, Los datos son promedio (+1-) error estandar de 6 determInaciones por separado, 
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Figura 14. La activación de NF-tdJ por integrinas pI necesita PI 3-K Y el citoesqueleto. Se 
ncubaron 3 X 106 células monocíticas THP-1 con el anticuerpo monoc1ona1 anti-integrina (31 (TS2/16) 
Jor una hora, se lavaron y resuspendieron en medio RPMI-1640 que contenía los framentos F(ab')2 de 
mti-IgG de ratón a 37°C durante 20 minutos. Después de la incubación se preparan los extratos nucleares 
Jara los ensayos de unión de proteína al DNA. Algunas células se pretrataron con worlmanina 50 nM 
Wort), L Y294002 50 ¡.tM (LY), o citocalasina B 10 J.!g/rnl (Cy! B) o sólo con el solvente DMSO (-). Las 
Jandas son los complejos específicos de DNAINF-K13. Los datos son representativos de dos experimentos 
.ndependientes. 
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Figura 15. El entrecruzamiento de las integrinas pI induce la activación de PI 3-K. Se 
estimularon 1.5 X lO' células THP-I con anticuerpo anti-integrina (31 (TS2/16). PI 3-K fue 
inmunopreclpitada (IP) y su actIVidad se midió con un ensayo de cinasa in vitro. Algunas células se 
incubaron con wortmanina 50 nM (Wort) por 30 minutos o con L Y29002 50 mM (L Y) por 60 minutos o 
lólo con el solvente DMSO (-). Los paneles inferiores en cada figura son Westem blot anti-PI 3-K donde 
le muestra la misma cantidad de proteina inmunoprecipitada de cada muestra. PI3P, fosfatidilinositol 3-
fosfato. Los datos san representativos de tres experimentos por separado. 

Se sabe que uno los primeros pasos en la transducción de señales por integrinas es la 

activación de algunas cinasas de tirosina. Además uno de los mecanismos de activación de PI 3-K 

es la unión de la subllnidad reglllatoria p85 a través de su region SH2 a las tirosinas fosforiladas 

(Krasilnikov, 1999). Para analizar si la activación de PI 3-K por intcgrinas B 1 rcquicre de la 



activación de las cinasas de tirosina, se trataron a las células THP-l con herbamicina A (un 

potente inhibidor de las cinasas de tirosina) antes de entruzar sus integrinas ~ 1. La herbímicina A 

bloqueó completamente la activación de PI 3-K (Figura 16). Estos resultados indican que la vía de 

transducción de señales por integrinas ~ 1 se inicia con la activación de las cinasas de tirosina y 

posteriormente éstas activan a PI 3-K, la cual a su vez conduce la activación del factor NF-KB. 
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Figura 16. La activación de PI 3-K por integrinas 131 es regulada por las cinasas de tirosina. Se 
estimulan 1.5 X lO' células THP-I con anticuerpo anti-integrina 131 (TS2/16) o con el anticuerpo anti­
MHC clase 1 (W6/32). PI 3-K se inmunoprecipita (IP) y su actividad semedió con un ensayo de cinasa in 
vi/ro. Algunas células se trataron con hebamicina A 10 ¡.tM (Herb A) por 60 minutos o con el solvente 
sólo DMSO (-) antes de la estimulación. Los paneles inferiores en cada figura son westem blot de PI 3-K 
que muestra la misma cantidad de proteína inmunoprecipitada de cada muestra. PI3P, fosfatidilinositol 3-
fosfato. Los datos son representativos de tres experimentos por independientes. 

Syk participa en la activación de PI 3-K Y de NF-KB por integrinas pi 

En las células hematopoyéticas la cinasa Syk juega un papel importante en la transducción 

de señales a través de los receptores del sistema inmune. Incluso se ha reportado que en los 

monocitos el entrecruzamiento de las integrinas (31 conduce a la activación de Syk (Lin, 1994). 

Debido a estos hallazgos decidimos investigar si Syk participaba en la activación de PI 3-K. Para 



ello células THP-I se trataron con picietanol (inhibidor de Syk) antes de ser estimuladas con 

anticuerpo anti-integrina ~ 1. La actividad de PI 3-K se bloqueó por el inhibidor de Syk (Figura 

17). Estos resultados suguieren que Syk participa en la la activación de PI 3-K. 

IP: Anti-PI 3-K 

TS2/16 

Pici 

~ PI3P 
Ensayo de cinasa 

~ PI3-K 

Blot: Anti-PI 3-K 

Figura 17. La activación de PI 3-K por integrinas pI depende de Syk. Se estimularon l.5 X 107 

células THP-1 con el anticuerpo anti-integrina 131 (TS2116). PI 3-K se inmunoprecipita (IP) y su actividad 
se mIdió con un ensayo de cinasa in vitro. Algunas células se trataron con picietanol 30 Ilglml (Pici) por 
60 minutos. Los panele infenores en cada figura son westem blot de PI 3-K que muestra la misma 
cantidad de proteína inmunoprecipitada de cada muestra. PI3P, fosfatidilinositol 3-fosfato. Los datos son 
representativos de tres experimentos independientes. 

Hasta el momento nuestros resultados indicaban que Syk participa en la activación PI 3-K 

y que PI 3-K participa en la activación de NF-KB. Por lo tanto estos resultados sugirían que Syk 

también podía participar en la activación de NF-KB. Para probar esta hipótesis las células THP-l 

transfectadas con el plásmido reportero de NF-KB se trataron con picietanol antes de ser 

estimuladas por adhesión a fibronectina o por el entrecruzamiento de sus integrinas 131 con el 

anticuerpo anti-integrina ~ l. La activación de NF-KB bloqueó con el inhibidor de Syk (Figura 

18). Por lo tanto nucstros resultados sugieren que en la vía de (ransducción de señales inducida 



por integrinas ~1, participa Syk en la activación de PI 3-K Y está a su vez en la activación de NF-

KB. 

DMSO 

.Sus 
IiiiiiIFn 
OTS2/16 

Picietanol 

Figura 18. La activación de NF-1dJ por integrinas es dependiente de Syk. Se transfectaron 3X 106 

células THP-l COn el p1ásmido reportero específico de NF-KB. Veinticuatro horas después de la 
transfección las células se pusieron en 4 m1 de medio RPMI-1640 sin suplementar y se dejaron en 
suspensión (Sus) o se trataron con el anticuerpo monoc1onal anti-integrinas [31 (TS2116). Antes de la 
estimu1ación las células se trataron con pieietanol 30 ¡.tg/m1 o sólo con solvente (DMSO) por 60 minutos a 
4°C. Depués de cuatro horas de incubación a 37°C las células se lisaron y la actividad de IUClferasa se 
determinó. Los datos son promedio (+/-) error estandar de 3 determinaciones independientes. 

PI 3-K participa en la activación de MAP[{"rkl/2 por integrinas pi 

Para identificar las posibles moléculas que se activan de una manera dependiente a PI 3-K 

en la vía de transducción por integrinas ~ 1, analizamos el efecto de wormanina y L Y294002 

sobre el patrón de fosforilación de proteínas en los residuos de tirosinas al estimular a las células 

THP-I con el anticuerpo anti-integrina ~ 1. Se fosforilaron varias proteínas, particularmente las 

proteínas con una masa molecular aproximada de 40, 120, 150 Y 170 kDa. Ambos inhibidores de 

PI 3-K, wortmanina (Figura 19) y L Y294002 (Figura 20) redujeron el nivel de fosforilación en las 

tirosinas de las proteínas de alrededor de 40 y 120 kDa. 
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Figura 19. Wormanina inhibe la fosforilación de las tirosinas de algunas proteínas. Se 
estimulan 5 X 106 células THP-I con el anticuerpo anti-MHC 1 (W6/32) o el anticuerpo anti-integrina 131 
(TS21l6). Algunas de las células se trataron con wortmanina 50 nM (Wort) o sólo con solvente DMSO (-) 
por 30 minutos. Después de la estimulación, los extractos celulares se corrieron en geles SDS-acrilamida 
y se analizaron por Westem blot anti-fosfotirosina. Los datos son representativos de tres experimentos 
independientes. 

Blot: Anti-PY 

T52/16 + + + + 
LY(¡.¡.M) 10 25 50 kDa 

184 

- 115 -

Figura 20. LY294002, Inlzibidor de PI 3-K, inhibe la fosforilación de tirosillas de algunas 
proteínas. Se estimulan 5 X lO" células THP-l con el anticuerpo anti-intcgrina 131 (TS2/16). Algunas de 
las células se trataron con LY294002 50 flM (LY) o sólo con solvente DMSO (-) por 60 minutos. 
Después de la esllmulaeión, los cxtractos eelularcs se cOrrieron en geles SDS-acrilal11ida y se analizaron 
por Westcrn blot anti-fosfotirosina. Los datos son represcnta(¡vos de trcs experimcntos independientes. 
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La banda de aproximadamente de 40 kDa pensamos que podría ser MAPKerk1l2 Por tal 

motivo decidimos analizar directamente el efecto de los inbibidores de PI 3-K sobre la 

fosforilación de los residuos de tírosina de MAPKerk1l2O, en respuesta al entrecruzamiento de las 

integrinas ~ 1. Las células THP-l estimuladas con anticuerpos activaron a MAPKerk1l2. Esta 

activación se bloqueó cuando las células se trataron con wortmanina y L Y294002 (Figura 21). 

Para probar que la inhibición de wortmanina y L Y2940002 era específica, examinamos el efecto 

de estos inhibidores sobre la activación MAPKerk1l2 inducida por otro receptor que se sabe que 

conduce la activación de MAPKerk1l2 independientemente de PI 3-K. La estimulación de las 

células THP-l con insulina indujo la activación de MAPKerkl/2, la cual no se vió afectada por 

ninguno de los dos inhibidores de PI 3-K (Figura 22). 
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Figura 21. PI 3-K participa en la activación de MAPJ('rkl/2 por i1tlegrinas j31. Se estimularon 1.5 
X lO' células THP-l con el anticuerpo monoclonal anti-integrina 131 (TS2116). Algunas células se trataron 
con wort111anina 50 nM (Wort) por 30 ó con L Y294002 50 J.1M (L Y) por una hora previamente a la 
estimulaeión. Después de la estimulación, las células se ]¡saron y MAPK"kI12 se inmunoprecipito (IP). Las 
protcínas de los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-acnlamida y se analizaron por Westcrn 
Blot anti-fosfotirosinas. Las membranas se desnudaron del anticuerpo unido se les hlzo un Western blo\ 
antl_MAI'K"kI.2 (paneles mferiores). Los datos rcprcsentati\'os de tres expenmentos mdcpendientes. 
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Figura 22. PI 3-K no se necesita en la activación de MAPK",k1l2 inducida por insulina en 
células THP-l. Se estimularon 1.5 X 107 células con insulina I¡.tM a 37°C por 10 mino Algunas células 
se trataron con wortrnanina 50 nM (Wort) por 30 ó con LY294002 50 ¡.tM (L Y) por una hora previamente 
a la estimulación. Después de la estimulación, las células se lisaron y MAPK"k1l2 se inmunoprecipito (1P). 
Las proteínas de los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-acrilamida y se analizaron por 
Westem Blot anti-fosfotirosinas. Las membranas se desnudaron del anticuerpo unido y se les hizo un 
Westem blot anti_MAPK"kl/2 (paneles inferiores). Los datos representativos de tres experimentos 
independientes. 

Syk participa en la activación de MAP]{"rkl/2 por integrinas pI. 

Los resultados anteriores muestran que la activación de MAPKerk1/2 fue dependiente a la 

activación de PI 3-K Y a su vez que la activación de PI 3-K era dependiente a Syk en esta vía de 

transducción de señales inducida por integrinas ~ l. Por lo tanto, estos resultados sugirieren que 

Syk podría participar en la activación MAPKcrkl/2 inducida por entrecruzamiento de las integrínas 

~ 1 en monocitos. Para confirmar está idea, se trataron a las células THP-l con el inhibidor de Syk 

antes de estimularlas con anticuerpos anti-integrinas ~ 1 Y se analizó la activación de MAPKcrkl/2 

por Westem blot anti-fosfotirosinas. La activación de MAPK"kl/2 inducida a través de las 

integrinas ~ 1 se bloqueó con el inhibidor de Syk (Figura 23). Estos resultados indican que la 

activación MAPK,,:kl/2 depende de Syk en la vía de transducción dc señales por intcgrinas ~ 1. 
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Figura 23. La activación de MAPK"kI/2 por integrinas 131 es dependiente de Syk. Se 
estimularon 1.5 X 107 células THP-1 con el anticuerpo monoclonal anti-integrina ~l (TS2116) o 
por adhesión a fibronectina (Fn). Algunas células se pre-trataron con picietanol 30 ¡..tg/ml (Pici) 
por una hora. Después de la estimulac¡ón, las células se lisaron y MAPK"kIl2 se inmunoprecipito (IP). 
Las proteínas de los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-acrilamida y se analizaron por 
Westem BIot anti-fosfotirosinas. Las membranas se desnudaron del anticuerpo unido y se les hizo un 
Wes!em bIo! anti_MAPK"k1I2 (paneles inferiores). Los datos representativos de tres experimentos 
mdependientes. 

PI 3-K participa en la activación de la cinasa MEK por integrinas pI 

Actualmente la única cinasa que se conoce que es indispensable para la activación de 

MAPK<'kl/2 es MEK (Davis, 1995; Gardner, 1994; Robinson y Cobb, 1997; Schwartz y Baron, 

1999). Para evaluar si PI 3-K participaba en la activación de MEK en la vía de transducción de 

señales por integrinas ~ 1 en mono citos, analizamos el efecto de wortmanina y LY294002 sobre la 

activación de MEK después de estimular las células THP-I. El entrecruzamiento de las integrinas 

~ 1 por anticuerpos incrementó la actividad de MEK. Esta activación fue inhibida por los dos 

inhibidores de PI 3-K (Figura 24). Además el inhibidor específico de MEK (PD98059) bloqueó 

completamente la activación de MAPK,,·kIl2 por integrinas ~ 1 (Figura 25). Nuestros resultados 

hasta este momento mostraban que Syk activa a PI 3-K Y esta última, a su vez es requerida para la 

activación de MEK y MAPK"kl/2 

.¡.¡ 



IP: Anti-MEK 

TS2/16 + + + 
Wart + 
LV + 

__ K-MAPK 

Ensayo de cinasa .. .. • .. -----MEK 

810t: Anti-MEK 

Figura 24_ El entrecruzamiento de las integrinas PI induce la activación de MEK de una 
manera dependiente de PI3-K. Se estimularon 1.5 X 107 células THP-l con el anticuerpo monoclonal 
anti-integrina [31 (TS2/l6)_ Algunas células se trataron con wortrnanina 50 nM (Wort) por 30 minutos o 
con L Y294002 50 ¡,tM (L Y) por una hora previamente a la estimulación. Después de la estimulación las 
células se lisaron y MEK se inmunoprecipito. La actividad de MEK imunoprecipitada se determino por 
un ensayo de cmasa in vi/ro, se utilizó como sustrato a una MAPK"k1l2 deficiente en su actividad de 
cinasa (KMAPK). Las proteínas se separan en geles de SDS-acrilamida y dectectaron por 
autoradiografia. Los paneles inferiores son Westem blot anti-MEK que muestran la misma cantidad de 
proteína mmunoprecipada de cada muestra. Los datos representantivos de tres experimentos por separado. 
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Fignra 25. MEK es requerida para regular la activación de MAPK'''k1l2 por integrinas. Se 
estimularon 1.5 X !O' células con el anticuerpo monoclonal anti-integrina [31 (TS2/16). Algunas células 
fueron tratadas con PD98050 30 ¡,tM (PD) o solo con solvente DMSO (-) por una hora previamente a la 
estimulación. Después de la estimulación las células se lisaron y MAPK"U/2 se mmunoprecipito (IP). Los 
inmunoprecipitados se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por Westem Blot anti-fosfotirosinas. 
Las membranas Se desnudaron del anticuerpo y sc les hizo un Wcstcm blot anti-MAPK""/2 (paneles 
inferiores). Los datos son repcrcntarivos de tres experimentos indcpendiCntes. 



La activación de NF-KB inducida por integrinas pi es independiente 

de MAP]{"rkl/2 

Los resultados mostrados hasta el momento sugerían que PI 3-K esta participando en la 

activación de NF-KB y MAPKerkl12 en la vía de transducción de integrinas ~ 1. Para explorar si 

había conexión entre la activación de NF-KB y MAPKerkIl2
, las células THP-l transfectadas con el 

plásmido reportero de NF-KB se trataron con el inhibidor específico de MEK (pD98059) antes de 

entrecruzar sus integrinas ~ 1. Para nuestra sorpresa el inhibidor de MEK bloqueó la activación 

de NF-KB .(Figura 26). Estos resultados sugieren que aunque PI 3-K participa en la activación de 

NF-KB Y en la activación de MAPKerk1l2
, estas respuestas no estan sobre la misma vía de 

transducción de señales río abajo de PI 3-K. 
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Figura 26. La activación de NF-kB por integrinas ¡JI es indepe/ldie/lte de MEK. Se transfectaron 
3X 106 células THP-l con el plásmido reportero específico de NF-KB. VeintIcuatro horas después de la 
transfección las células se pusieron en 4 mI de medio RPMI-1640 sin suplementar y se dejaron en 
suspensión o se estimularon con anticuerpo monoclonal anti-mtegnnas 131 (TS2/16). Antes de la 
estimulación las célulass se trataron can PD98050 30 ¡.tM o sólo con solvente (DMSO) por 60 mmutos a 
4°C. Dcpués de cuatro horas de incubacIón las células se lisaron y la actividad de luciferasa que 
representa la actividad de NF-kB se determinó en un luminómetro. Los datos son promedio (+/-) crror 
estandar de 6 determinaciones independientes. 
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La activación de MAPK"rkl!2 y de NF-kB son conducidas por vías de 

transducción de señales diferentes 

Si la activación de NF-KB y la activación de MAPKerk1l2 realmente se conducen por vías 

separadas, entoces la inibición de Rac, la cual habíamos vistó que era requerida para la activación 

de NF-KB, no debía tener efecto sobre la activación de MAPKerk1l2 por integrinas p. Para 

confirmar está hipótesis, las células THP-I se co-trasfectaron con los plásmidos que dirigían la 

síntesis de MAPKerk1l2 marcada con el epitope HA (HA_MAPKerk1l2) y la forma dominante 

negativa de Rac (Rac NI7). Después de la transfección, las células se estimularon con anticuerpos 

anti-integrina ~I Y la activación de HA_MAPKerkJ/2 se analizó por Westem blot anti-

fosfotirosinas. Como habíamos vistó anteriormente el entrecruzamiento de las integrinas ~ 1 

indujó la activación de HA_MAPKerkJ/2 y como se esperaba esta activación no se afectó por la 

dominante negativa de Rac (Figura 27). Estos resultados reforzaban la hipótesis de que la 

activación de NF-KB por integrinas ~ 1 es independiente a la activación de MAPKerkll2 . 

IP: Anti_HA_MAP~rk1/2 
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Figura 27. El entrecruzamiento de las illtegrinas {JI induce la activación de MAP[('rkII2 de una 
manera independiente de Rae. Las células THP-I (1.5 X lO') co-transfectaron con los plásmidos de 

. . M P "kII' dI' H (MAPK"kl/') I ~ d' expreSlOn para A K - marca a con e epI tope A HA- - Y para a 10rma ommante 
negativa de Rae (Rae N17) o el vector de expresión vacío pZIP, se estm1ularon con el anticuerpo anti­
integrina 131. Después de la cstimulación las células se lisaron y HA_MAPK"u/2 se inmunoprecipito. Las 
proteinas de los inmunopreclpi!ados se analizaron por un Wcstern Blo! anti-fosfotirosinas. Las 
111enbranas se desnudaron del anticuerpo unido y se les hizo un Wcstern blot anti-MAPK"ul' (paneles 
mfenores.). Los Jatos son representan ti vos de tres cxpcnmcntoslndcpcndicntcs. 



Uno de los principales sustratos de MAPK",kl/2 es el factor de transcripción Elk-l, por lo 

tanto nosotros decidimos analizar si este factor era activado en la vía de transducción de señales 

inducida por las integrinas ~l en monocitos. Para estudiar la activación de Elk-l, las células 

THP-l fueron transfectadas con el sistema de plásmidos reporteros Gal-ElkJ5XGal-luc. Este 

sistema lleva a la expresión de luciferasa como respuesta a la activación del factor nuclear Elk-l. 

Cuando las células THP-I transfectadas se estimularon con el anticuerpo anti-integrina ~ 1, se 

observó un incremento en la actividad de Elk-l alrededor de tres veces (Figura 28). El 

pretratamiento de las células con el inhibidor de PI 3-K (wortmanina) bloqueó la activación de 

Elk-l inducida por integrinas, pero no afectó la activación de Elk-l inducida por insulina (Figura 

28). El pretratamiento con inhibidor específico de MEK PD98059 bloqueó la activación de Elk-l 

inducida tanto por las integrinas ~ 1 como por insulina (Figura 28). Por otro lado cuando la células 

THP-I se transfectaron también con el plásmido que dirige la síntesis de Rac N17, la activación 

de Elk-l por integrinas ~l no se vió afectada (Figura 29). Estos resultados confirman que PI 3-K 

Y MAPKcrkll2 son requeridos para la activación de Elk-l y que Rac no está involucrada en la 

activación de este factor nuclear. Todos los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la 

vía de transducción de señales encedida por integrinas ~ 1 en las células monocíticas THP-I se 

divide en dos vías río abajo de PI 3-K. En una de las vías Rac conduce a la activación de NF-kB 

mientras en la otra vía, MEK y MAPKcrk1
/
2 conducen la activación de Elk-l (Figura 30). 
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"'igura 28. La activación de Elk-l por integrinas f31 dependiente de PI3-K. Se transfectan 3 X 
.0' células THP-l con el sistemas de dos plásrnidos Gal-Elk-l/5XGal-luc especifico para Elk-L 
/einticuatro horas después de la transfección las células se transfieren a 4 mI de medio RPMI-1640 sin 
,uplementar y se dejan en suspensión (Sus) o se tratan con el anticuerpo monoclonal anti-integrinas 131 
LS2116 ó con insulina. Algunas células se pretrataron antes de la estimulación con wortrnanina 50nM 
Wort), con PD98050 30 flM o sólo con solvente (DMSO). Depués de cuatro horas de incubación a 37°C 
as células fueron lisadas y la actividad de luciferasa que representa la actividad de Elk-l se determinó. 
oos datos son promedio (+/-) error estandar de 3 determinaciones independientes . 
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figura 29. La activación de Elk-l por integrinas f31 es independiente de Rae. Se transfectaron 3 
K lO' células THP-l con el sistema de dos plásmidos Gal-Elk-l/5XGal-luc especifico para Elk-I y el 
Jlásmido que expresaba la forma mutante negativa de Rac (Rac N17) o el vector vacío pZIP. Veinticuatro 
10ras después de la trans[ccción las células se transfmeron en 4 mI dc medio RPMf-1640 sm suplementar 
y se dejaron en suspensión (Sus) o se trataron con cl anltcucrpo monoclonal anti-intcgrmas 131 (TS2/l6). 
Después de cuatro horas de meubación a 37°C las células fueron lisadas y la actividad dc luciferasa que 
'cpresenta la acltvidad de Elk-l se deterl11ll1ó. Los datos S011 promedIO (+1-) crror estandar de 3 
JctcrminaCloncs independientes. 
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Figura 30. Modelo de la vía de transducción de señales inducido por integrinas 131 en 
monocitos. Una vez que las integrinas 131 se han entrecruzado se activan las cinasas de tirosma. En los 
monocitos, Syk parece ser la cinasa de tirosma involucrada. Syk conduciría a la activación de PI 3-K. 
Posterior a la actwación de PI 3-K, la vía de transduccón se separa para enviar las señales al núcleo. Las 
GTPasa Rac guia a la activación del factor NF-KB, mientras que MEK y MAPK"kIl2 guian a la activación 
del factor núclear Elk-l. La GTPasa Rho parece regular negativamente la activación de NF -KB de una 
manera que todavía no se conoce. Los receptores cinasas de tirosina (RTK) utllizan la vía clásICa de Ras 
para activar a MAPK"kl/2 En las células THP-l, la GTPasa Ras parece no estar involucrada en la 
activación de NF-KB inducida por integrinas 131. 
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DISCUSIÓN. 

Los monocitos juegan un papel importante en la regulación del proceso inflamatorio. En 

estas células el entrecruzamiento de sus integrinas ~ 1 conduce a la producción de citocinas 

infamatorias tales como IL-l, IL-8 Y TNF. Los promotores de estos genes de citocinas contienen 

sitios de unión para el factor de transcripción NF-KB (Cogswell, 1994; Haskill, 1991; Haskill, 

1988; Hiscott, 1993). Sin embargo, actualmente se conoce muy poco sobre las vías de 

transducción de señales activadas por las integrinas ~ 1 que inducen la producción de estas 

citocinas inflamatorias. Por tal motivo pensamos que el monitoreo de la activación del factor de 

transcripción NF -KB por integrinas ~ 1 en presencia de varios inhibidores era una manera fácil de 

elucidar las moléculas involucradas en esta la vía de transducción de señales. Primero analizamos 

que la adhesión de las células monocíticas THP-l a fibronectina activaran al factor de 

transcripción NF-KB como se había reportado (Lin, 1994). La producción de luciferasa a partir de 

un plásmido reportero específico para NF-KB y la capacidad de unión de NF-KB a DNA, 

confirmó la activación de este factor nuclear por integrinas ~ l. 

Varios reportes han sugerido que las integrinas pueden encender la vía de Ras. Las 

integrinas, cuando son entrecruzadas, conducen a la formación del complejo Grb2-Sos, el cual 

funciona como un activador de la cascada de Ras (Ras-+Raf-+MEK-+MAPKcrkl/2) (Schlaepfer, 

1994). Además, el entrecruzamiento de las integrinas también conduce a la activación de 

MAPKerkl /2 que es otro elemento de la vía de Ras (Chen, 1994). Con esta evidencia experimental, 

se ha querido involucrar a la vía de Ras en todas las funciones inducidas por integrinas. Sin 

embargo, la activación de NF-Kl3 inducido por las integrinas ~ 1 en células monocíticas parece ser 

independiente a Ras. En un trabajo previo de nuestro grupo se encontró la inhibición de Ras 
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endogena, utilizando mutantes negativas de está, no afectaba la activación de NF -KB inducida por 

integrinas J3 I (Rosales y Juliano, 1996). 

La participación de Ras en las vías de transducción de señales inducidas por integrinas 

todavía es controvertida, debido a que los resultados obtenidos hasta este momento son 

contradictorios. Por ej emplo, utilizando mutantes negativas de Ras, algunos grupos han 

encontrado que la activación de MAPKeck1l2 es dependiente de esta GTPasa (Clark y Hynes, 1996; 

Schlaepfer y Hunter, 1997; Wary, 1996), mientras otros han encontrado que Ras no está 

involucrada (Chen, 1996; King, 1997). Sin embargo, algunos trabajos recientes sugieren que 

ambas partes tienen razón y que las diferencias encontradas se pueden deber a los distintos 

mecanismos de señalamiento utilizados por las integrinas. Por ejemplo, la activación de Raf por 

integrinas se puede dar de dos maneras. En una de ellas, la activación de Raf es conducida por la 

interacción Ras-Raf. Está activación no se afectada por el inhibidor de PKC (Howe y Juliano, 

1998). Mientras que la otra manera de activación de Raf es independiente de la interacción de 

Ras-Rafy es afectada por el inhibidor de PCK (Howe y Juliano, 1998). Estos resultados sugieren 

que la cascada prendida por integrinas que conduce a la activación de MAPK"kII2, algunas veces 

requiere de la participación de Ras mientras otras veces no. En otro caso, se encontró que los 

inhibidores específicos de PI 3-K bloquean la activación de Raf, MEK y MAPKeck1l2 inducida por 

integrinas, pero estos inhibidores no afecta la activación de Ras (King, 1997). Estos datos 

muestran que en algunos casos la vía de tranducción de señales que conduce a la activación de 

MAPK"kIl2 inducida por integrinas puede ser separada de Ras y regulada por otras moléculas 

tales como PKC y PI 3-K. Probablemente el mecanismo de señalamiento utilizado por las 

inlegrinas dependería entonces del tipo de receptor intcgrina involucrado, así como del tipo 

celular en que se haga el estudio. 
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La mayoria de los estudios sobre las vías de tranducción de señales inducidas por 

integrinas han sido hechos en fibroblastos o células endoteliales. Hay muy poca información 

sobre estas vías en otro tipo celular. En las células monocíticas la activación del factor de 

transcripción de NF-Kl3 a través de las integrinas ~ 1 parece ser independiente a Ras (Rosales y 

Juliano, 1996). Por tal motivo decidimos investigar la participación de otras GTPasas en la 

activación de NF-Kl3. Se sabe que la familia de las GTPasas Rho participa en varíos aspectos 

funcionales del citoesqueleto y que las integrinas son receptores que se conectan al citoesqueleto 

(Boudreau y Jones, 1999; Critchley, 2000). La destrucción del citoesqueleto con citocalasina B 

bloqueó la activación del factor NF-Kl3 por integrinas ~ 1. También se ha sugerido una relación 

funcional entre NF-Kl3 y el citoesqueleto en un artículo reciente, indicando que las subunidades 

p65!Rel A de NF-Kl3 interactúan con estructuras de actina en fibroblastos de rata (Are, 2000). Por 

lo tanto, el citoesqueleto y las moléculas relacionadas con éste, tales como las GTPasas de la 

familia Rho eran excelentes candidatos para participar en las transducción de señales al núcleo 

por integrinas ~ 1. La participación de las GTPasas Rho y Rac se exploro utilizando las formas 

mutadas de estas moléculas. La mutante negativa dominante de Rac bloqueó la activación de NF­

Kl3, mientras la mutante activada aumento esta repuesta, indicando que Rac esta involucrada en 

esta vía de transducción de señales por integrinas. En contraste, la mutante negativa dominante de 

Rho incrementó la activación del factor NF-Kl3, mientras la mutante activada inhibió esta 

respuesta. Esto sugiere que ambas GTPasas partcipan en la vía de transducción de señales por 

integrinas ~ 1 que conduce a la activación de NF-Kl3. Al inicio de nuestra investigación no había 

artículos publicados que apoyaran la hipótesis de que Rac participa en la activación de NF-Kl3. 

Sin embargo en este ultimo año han sido publicados algunos trabajos que apoyan está hipótesis. 

Se ha cncontrado que los receptores tipo TOLL, el receptor TCRJCD3 y el receptor de 1L-4 



activan a NF-KB de una manera dependiente de Rac (Arbibe, 2000; Frost, 2000; Hehner, 2000). 

Estos resultados junto con los nuestros sugieren que la participación de Rac en la activación de 

NF-KB no sólo es un evento esporádico de un receptor, si no que Rac es un punto convergente de 

varios receptores para conducir a la activación NF-KB. 

Mientras que Rac parece estar en la vía para activar a NF-KB, Rho parece participar como 

un regulador negativo de NF -KB en la vía de señalización por integrinas 131. Hasta este momento 

no hay ningún reporte que relacione a la GTPasa Rho de esta manera con la regulación de este 

factor de transcripción. Estos resultados al principio nos sorprendieron porque se ha reportado 

que Rac participa en la activación de Rho (Nobes y Hall, 1995). Por lo tanto nosotros 

esperabamos que la inhibición de Rho inhibiera la activación de NF-KB. Sin embargo ahora se 

sabe que la conexión entre estas GTPasas es más compleja que la cascada inicialmente descrita, 

donde Cdc42 activa a Rae y ésta a su vez activa a Rho. Se ha descrito recientemente que Rac y 

Rho pueden regularse entre sí, provocando repuestas opuestas (Hall y Kjoller, 1999). Por lo tanto 

la participación de Rho prodría ser un mecanismo para prevenir una excesiva activación del factor 

nuclear o bien para apagar la señal de activación. Si los efectos de Rho realmente fueran los 

responsables de terminar la señal de activación de NF-KB, entoces Rho debería ser activada 

después de Rac. Esto podría ser un mecanismo de control por retroalimentación. Conocer la 

cinética de activación de estas GTPasas inducida por integrinas 131 nos podría ayudar a entender 

un poco más cómo estas GTPasas participan en la regulación de este factor de transcrípción. 

Los productos de la enzima PI 3-K juegan un papel importante en la regulación del 

citoesqueleto de actina, incluso también puede activar a Rac (Akasaki, 1999; Han, 1998; Leevers, 

1999). Por tal motivo investigamos la participación de PI 3-K en la vías de transducción señales 

activadas por intcgrinas. El cntrecruzamiento de las intcgrínas 131 en las células monocíticas 
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produjo la activación de PI 3-K Y los inhibidores de esta enzima bloquearon la activación del NF­

ill. Estos datos ponen a PI 3-K Y Rac en la misma vía de señalización al núcleo encendida por las 

integrinas ~ 1. La manera de como exactamente PI 3-K participa en la activación de Rac todavía 

no se conoce. Se ha sugerido que los productos de PI 3-K paticipan la activación de factores 

intercambiadores de GDP por GTP (por ejemplo Vav) que son importantes para la activación de 

esta GTPasa. (Akasaki, 1999; Han, 1998). 

Se ha aceptado que la activación de las cinasas de tirosina es el primer paso inducido con 

el entrecruzamiento de las integrinas. La integrinas no tienen actividad enzimátiea por si mismas 

pero se ha observado que después de reconocer a su ligando se asocian con otras proteínas. La 

primera cinasa que se observó que esta asociada con las integrinas y que se activaba en 

fibroblastos fué FAK (Hanks, 1992). Sin embargo en tipos celulares tales como plaquetas y 

leucocitos F AK no juega un papel importante en la vía de señalamiento por integrinas. Las 

cinasas de tirosina que estan involucrada en las vía de señalamiento por integrinas en estos tipos 

célulares aún no han sido completamente elucidadas. Se ha propuesto que posiblemente sean las 

cinasas de la familia Src y la cinasa Syk. En monocitos Syk es el candidato más fuerte al menos a 

través del entrecruzamiento de integrinas ~ 1 (Lin, 1994). Por lo tanto cuando nosotros 

observamos que la activación PI 3-K por integrinas ~ 1 se bloqueó con el inhibidor de las cinasa 

de tirosina (herbamieina A), decidimos estudiar si la cinasa involucrada era Syk. El inhibidor de 

Syk (picietanol) bloqueó la activación de PI 3-K Y la activación de NF-ill. Nuetros resultados 

refuerzan la hipótcsis que en la vía de tranducción de señales inducida por integrinas ~ 1, una de 

las cinasas de tirosina que esta participando es Syk y demuestran que Syk participa en la 

activación de PI 3-K Y NF-KB. 

Los datos discutidos arriba sugerían que las integrinas ~ l en células l110nocítieas utilizan 



una vía de señalamiento distinta a la vía clásica de MAPK"kll2 para conducir a la activación de 

NF-KB. Sin embargo se ha observado que MAPK"k1l2 es activada por el entrecruzamiento de 

integrinas 131 (Chen, 1994). En nuestros resultados parecía haber una discrepancia entre la vía de 

tranducción que conduce a la activación de MAPK"k1I2 (Ras---?Raf---?MEK---?MAPKerkil2) y la vía 

de transducción que estabamos observando para la activación de NF-KB (Syk---?PI 3-

K---?Rac---?NF-KB). Para explorar la conexión entre estás dos posibles vías decidimos estudiar la 

influencia de los inhibidores de PI 3-K sobre el patrón de fosforilación en proteínas por integrinas 

131. La fosforilación de varias proteínas se vió afectada por los inhibidores de PI 3-K en particular 

una banda alrededor de 45 kDa. Debido a que esta proteína podría ser MAPKerkll2, dirigimos 

nuestra atención a la activación de esta proteína. Las integrinas 131 activaban efectivamente a 

MAPKerk1l2 como se había reportado (Chen, 1994; Lin, 1997; Zhu y Assoian, 1995). Esta 

activación fue dependiente de PI 3-K. La participación de PI 3-K en la activación de MAPKerk1l2 

se ha documentado muy poco. Posiblemente es debido a que simpre se ha querido comprometer a 

la vía de Ras en la activación de MAPKerk1l2 y la aceptación de que PI 3-K participa en la 

activación de MAPKerk1l2 sugeria que Ras no participaba. Hasta hace un año la manera de como 

PI 3-K partcipaba en la activación de MAPKerkl12 no se podía explicar. Sin embargo, 

recientemente se ha reportado que PI 3-K puede conducir la activación de MAPKcrki/2 de dos 

maneras, una dependiente a Ras y la otra independiente de Ras. PI 3-K puede activar a Raf-l a 

través de Ras (Osada, 1999) o a través de PAK (Chaudhary, 2000). 

Por otro lado nuestros resultados nos habían indicado que Syk participaba en la activación 

de PI 3-K, por lo tanto Syk debería también estar participando en la activación de MAPKerki /2 por 

intcgrians 131. El inhibidor dc Syk bloqueó eompletanlente la activación de MAPKcrki/2 por el 

cntrecmzamicnto de la integrinas 131. Entoces tanto Syk como PI 3-K parecen ser moléculas clave 
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en la activación de MAPKe.k!12 y de NF-KB. 

Nuestros resultados sugerían Syk y PI 3-K eran necesanas para la activación de 

MAPKe'kl/2 y de NF-KB, Por lo tanto, pensamos que la vía posiblemente se dividía río abajo de PI 

3-K para conducir por un lado a la activación de MAPK"k1l2 y por el otro lado a la activación de 

NF-KB. Para confinnar esta hipótesis buscamos la activación por integrínas [31 de otro factor 

nuclear. El factor nuclear Elk-I es uno de los principales sustratos de MAPKe'kll2. Como 

esperabamos, este factor también se activó cuando las integrínas [31 eran entrecruzadas. 

Claramente observamos que la activación de Elk-I es dependiente de MEK y MAPK"k1l2, ya que 

el inhibidor específico de MEK, PD98059, bloqueó tanto la activación de MAPKe'k1l2 como la de 

Elk-1. Sin embargo PD98059 no afectó la activación de NF-KB por integrínas [31. Estos datos 

apoyaban nuestra hipótesis de que la vía de tranducción de señales por integrínas [31 se dividía 

para llevar a la activación de NF-KB y de MAPK"k1I2. Aunque la idea de que un receptor puede 

activar más de una vía de señalamiento se ha aceptado muy bien, en muy pocos sistemas esta 

idea se ha comprobado. Por ejemplo el receptor de insulina puede inducir dos vías de 

transducción de señales para dos respuesta celulares diferentes pero complementarias. Una de las 

vías de transducción de señales encendida es la vía de PI 3-K!PKB para inhibir a la sintetasa de 

glucogeno. La otra vía de transducción es la de Ras para inducir crecimiento celular (A vruch, 

2001; Kido, 2001). 

Si nuestra hipótesis era correcta los elementos río abajo de PI 3-K en la activación de NF­

KB no deberían afectar a la otra vía. Para explorar esta posibilidad nosotros utilizamos la 

dominante negativa de Rac (Rac NI7). Como se predijó, Rac NI7 no fue capaz de inhibir la 

activación de MAPKcrkl/2, ni la activación de Elk-l. Observamos claramente que la inhibición de 

Rac bloqueaba la vía de activación de NF-KB, pero no afecta la activación de Elk-l. 
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Inversamente, la inhibición de MEK y de MAPK"'k1l2 no afectó la vía de activación de NF-KB, 

pero bloqueo eficientemente a Elk-1. Estos resultados apoyan la hipótesis que las integrinas PI en 

monocitos THP-l utiliza dos vías distintas de transducción de señales para conducir señales al 

núcleo. 

Sin embargo cabe mencionar que nuestros resultados también se pueden interpretar de 

otra manera. La célula THP-I expresan varios receptores de integrinas 131 (a2~1, a3~1, a4~1, 

a5~1), nosotros estamos entrecruzando todos ellos al mismo tiempo. Por lo tanto es posible que 

lo observando sea una respuesta promedio de todas las vías de transducción que se están 

encendiedo como consecuencia de entrecruzar a todos los receptores integrina ~ 1. Sin embargo, 

es importante recordar que en un sistema in vivo no sólo se encenden las vías de señalamiento de 

un receptor integrina, ya que diferentes receptores integrinas puden reconocer un mismo ligando 

(Howe, 1998). Por ejemplo en nuestro sistema las integrinas a3~1, a4~1, y a5~1 reconocen a 

fibronectina. Por otro lado en los leucocitos posiblemente es necesario que haya redundancia en la 

transducción de señales por integrinas que son necesarias para la migración de estas células. Por 

ejemplo en el proceso de inflamación, los leucocitos migran al sitio dañado arrastrándose a través 

de la matriz extracelular (ECM). Unas de las funciones de los receptores integrinas es orientar a 

los leucocitos en donde se encuentran a través de las interacciones con las proteínas ECM 

(laminina, fibronectína colagena, elastina entre otras) (Abbas, 2000; Anderson, 1996). Aunque la 

composición proteíca de la ECM no es homogénea, los leucocitos necesitan recibir señales 

extracelulares similares enviadas por los diferentes receptores integrinas, que les permita a estas 

células seguir migrando. 

Aunque nuestros resultados puden ser interpretados de dos maneras, una de ellas seria que 

la vía de lransducción de señales por inlegrinas ~ 1 se separa para conducir señales al núcleo. La 
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promedio de todas las vías de transducción que se prenden como consecuencia de los diferentes 

receptores integrina ~ 1. Pensamos que la importancia de nuestro trabajo es que permite 

comprender un poco más sobre las vías de transducción de señales inducidas por integrinas que 

juegan un papel importante en el proceso de la inflamación en los monocitos. 
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CONCLUSIÓN. 

Nuestros resultados indican que el entrecruzamiento de las integrinas 131 en los monocitos 

no sólo induce la activación de NF-KB y sino también la activación del factor de transcripción 

Elk-l. La activación de ambos factores nucleares juega un papel importante para activar la 

transcripción génica de las citocinas reguladoras del proceso inflamatorio en monocitos. Estos 

factores son activados por diferentes vías de transducción de señales encedidas por integrinas 131. 

En una de las vías se utiliza a Syk, PI 3-K Y Rac para activar a NF-KB, mientras que la otra se 

utiliza a Syk, PI 3-K, MEK Y MAPKe
'kIl2 para activar a Elk-l. 
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SUMMARY 

Integrin-mediated signals play an important but poorIy 
understood role in regulating many leukocyte functions. 
In monocytes and monocytic leukemia celIs, f31 integrin~ 
mediated adhesion results in a strong induction of 
immediate-early genes that are important in inflammation. 
To investigate the signaling pathways from integrins in 
monocytic cells, THP-l celIs were stimulated via ~1 
integrins by binding to fibronectin and by crosslinking 
the integrins with specific monoclonal antibodies. The 
involvement of MAPK and PI 3-K on nuclear factor KB 
(NF-KB) activation was then anaIyzed. We found that 
integrins activated botb NF-KB and MAPK in a PI 3-K­
dependent manner, as wortmannin and LY294002 blocked 
these responses. However, the specific MEK inhibitor 
PD98059 did not prevent integrin-mediated NF-KB 
activation. In contrast, a dominant negative mutant oC Rae 

INTRODUCTION 

Adhesion of ceIls to extracellular matrix (ECM) proteins has 
beeo shown to trigger important cellular functions such as ceIl 
cycle, differentiation, and gene expression (Aplín et al., 1998; 
Rosales et al., 1995). Integrins are the major family of 
transmembrane receptors that mediate attachment to the ECM. 
They are composed of two gene products, a- and ~-chains, 
which are linked ín a noncovalent but very stable structure 
(Rosales and Juliano, 1995; Ruoslahti and Reed, 1994). Most 
~-chains have the abihty to combine wÍth more than one a­
chain, creating, in this way, a great variety of integrin receptors. 
Integrin-mcdiatcd adhesion has a crucial influence on the 
organization of the cytoskeleton through members of the Rho 
GTPase family. lntegrins are clustered into specialized 
adhesive structures, named focal adhesions and focal 
complexes (Schoenwaelder and Burridge, 1999). The first are 
large intcgrin aggrcgates found at the ends of prominent 
bundlcs ofactin fil.:tmcnts (stress [¡bers). 80th stress fibcrs and 
focal adhcsions are rcgulated by Rho. Focal complcxes are 
smallcr intcgrin clustcrs that oceur at the tip of filopodia or 
larncllipodia. Thcsc structurcs are rcgulatcd by Rae and Cdc42, 
rcspcctivcly (Hall, 1998; Nobes and Hall, 1995; Tapon and 
Hall. ¡ (97), Howcvcr. hule IS known about hO\\! these Rho 
lamily GTPascs COI1{ribu(~ (o regulare other IOtegnn-rebtcd 

completely prevented NF-KB activation, but it did not affect 
MAPK activatíon. Tbese results indicate tbat integrin 
signaling to NF-KB is not mediated by the MAPK pathway, 
but rather by the sman GTPase Rae. In addition, a 
dominant negative form of Rho augmented NF-KB 
activatíon and blocked MAPK activation, implyíng tbat 
these two pathways are in competition wítb eacb otber. 
Tbese data suggest tbat integrins activate different 
signaling pathways in monocytic ceUs. One uses PI 3-K and 
Rac to activate NF-KB, while the other uses PI 3-1(, MEK, 
and MAPK to activate other nuclear factors, such as Elk-
1. 

Key words: Signal transduction, Rho GTPases, Monocytes, 
Infiarnmation, Gene activation 

signaling events (Van Aelst and D'Souza-Schorey, 1997). 
Because the great variety of ceIl functions activated by 
integrins, there is great interest in elucidatmg the various 
signaling pathways that integrins use in various ceIl types. 

Adhesion of human monoeytic cells via 01 integrins leads 
to activatlOn of immediate-early genes that are characteristic of 
monocyte d1fferentiation. These genes contain consensus 
nuclear factor KB (NF-KB) elements in their 5' regulatory 
regions. Various of these genes code for Important 
inftammatory medlators, such as interleukin 1 (IL-l), IL-8, and 
tumor necrosis factor (TNF) (Aphn et al., 1998; Juliano and 
Haskill, 1993). The signahng cascades used by each type of 
integrins to promote the various lcukoeyte responses are, 
however, poorIy understood. In fibroblasts, it has been found 
that there is sorne overlap between integnn signaling pathways 
and the consensus pathway triggered by receptor tyrosine 
kinases (Chen e1 al., 1994; Schlaepfer et al., 1994). This 
pathway involves the activation of the Ras proto-oncogene 
protcin, followcd by activation of a cascade of cytoplasmic 
kinases including Raf, MEK and mitogen-activated protein 
kinase (MAPK). Integrins binding to fibronectin, induce 
MAPK actívation but, at least in sOlne cases, they seern to do 
it indcpcndently of the Ras protein (Chen et al., 1996: Howc 
and Juliano, 1998) Bccausc 10 monocytcs, mtcgrin-mcdmtcd 
actIvatlOn 01' NF-KB also secms to be mdependent 01' the Ras 

• 
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protein (Rosales and Juliano, 1996), we declded to investigate 
what other molecules could be involved in gene induction after 
integrin ligation. 

Recent studies on integrin signaling indicate an important 
role for phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-K) (King et al., 
1997; Shimizu and Hunt, 1996), PI 3-K is a lipid kinase that 
phosphorylates phosphoinositides at the 3' position of the 
inositol ringo The principal products ofthese family ofkinases, 
Ptdlns(3)P, PtdIns(3,4)P2 and PtdIns(3,4,5)P3 (Carpenter and 
Cantley, 1996; Leevers et al., 1999), probably aet as seeond 
messenger molecules that may actívate several signaling 
pathways - for example, the activation of Ca2+ -independent 
protein kinase e isofonns in vitre (Toker et al., 1994) and the 
activation of Akt protein kinase (Franke et al., 1995; HarIan et 
al., 1994), PI 3-K also seems to be involved in regulating!he 
aetin eytoskeleton (Carpenter and Cantley, 1996) and in the 
aetivation of Rae (Han et al., 1998; Hawkins et al., 1995; 
Parker, 1995). 

We have explored whether the GTPases Rae and Rho, and 
the kinase PI 3-K participate in the integnn signaling pathway 
that leads to gene transcription activation in monocytic cells. 
We found that a dominant negative mutant fonn of Rae and PI 
3-K inhibitors markedly bloeked integrin-mediated NF-KB 
aetivation, while !he MAPK kinase (MEK)-specifie inhibitor, 
PD98059, did no!. In contrast, integrin-dependent MAPK 
activation was blocked by MEK and PI 3-K inhibitors, but not 
by the dominant negative mutant of Rae. In addition, a 
dominant negative fonn of Rho augmented NF-I(B activation 
and blacked MAPK activation, indicating that these two 
pathways are in competitian with each ather. NF-KB activation 
and MAPK activation were both dependent of the actin 
cytaskeleton, as treatment with cytochalasin B prevented them. 
These data suggest that integrins activate different signaling 
pathways in monocytic cells. One uses PI 3-K and Rae to 
activate NF-KB, while the other one uses PI 3-K, MEK and 
MAPK to activate other nuclear factors, such as Elk-l. 

MATERIALS ANO METHOOS 

Cells and reagents 
THP-I ceIls, a human monocytic leukemla cell hne, wcre maintained 
as dcscnbed (Sánchez-Mejorada and Rosales, 1998) TS2/16, an anti­
~I lOtegrin monoclonal antibody was provided by Dr Martin Hemler 
(Dana Farber Cancer Rcscarch Institule, Boston, MA). W6/32, an 
anh-MHC c1ass 1 monoclonal antibody was from ATCC (Manassas, 
VA). AFT8, an antl-phosphotyrosmc monoclonal antibody was 
prcvlOusly described (Sánchez-Mejorada and Rosales, 1998). 12CA5, 
an antt-HA monoclonal antibody was from Roche Molecular 
Biochem. (lndianapolis, rN).The antl-pan ERK (MAPK) monoclonal 
antibody (catalog no. E 171120) was from TransductlOn Laboratories 
(LcxlOgton, KY). The anti-phosphatidylinositol 3-kmase pll O~ rabblt 
polyclonal IgG (Catalog no. sc-7189) was from Santa Cruz Biotech. 
(Santa Cruz, CA). The various rabblt polycional IgO against dlfferent 
NF·KB subunits p50 (Catalog no. sc·114), p65 (Catalog no sc·109), 
c-Rel (Catalog no. sc·70), and RelB (Catalog no. sc·226) were 
from Santa Cruz Blotech (Santa Cruz, CA). The horseradish 
peroxidase-conjugated F(ab ')2 goat anti·mousc IgO was from Cappel 
(Aurora, OH) The specific phosphatidylinosltol 3·kinase mhibitors 
worlmannin (UI el aL, 1995) and LY294002, and the selective Syk 
tyrosine kinase inlubitor Piccatannol wen: from Calbiochem (San 
DIego, CA) The spcc¡jlc MEK lMAPK klnase) inhibl!or, PD9S059 
(AIe">'1 et .11., 1995), Wd" from ~cw EnglanJ BlOlabs (Devcrly, MA). 

Insulin (Humulin*R) was from Eh LIHy Y CO. (Mexico City, Mexico). 
The NF-1CB·responsive reporter plasmid 3XMHC·luc, containing NF­
KB elements upstream of the luciferase (luc) gene was provided by 
Dr Jo1m Westwick and Dr David A. Brenner (University of North 
Carolina, Chapel HiIl, NC). Plasmids that direct the synthesis of 
nonnaI or mutant fonns ofRho and Rac were a gift from Dr Channing 
Der (University ofNorth Carolina, Chapel Hill, NC), and have been 
previously described (Khosravi-far et al., 1995). The plasmid coding 
the kinase-deficient MAPK (K-MAPK) was kindly provided by Dr 
Rudy Juliano (University ofNorth Carolina in Chapel HIll, NC). The 
plasmid encoding HA-MAPK was a gift from Dr Mike Weber 
(University of Virgina, Charlottesville, VA). The Ras pathway­
responsive reporter system Gal-Elk/5XGal-luc has been previously 
described (Hauser et al., 1995). The phage M13rr7, containing the 
gene for the T7 polymerase was kindly donated by Dr Pascal Hérion 
(Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Mexico City, 
Mexico). AH other chemicals were from SIgma (St Louis, MO). 

Reporter gene assays 
Plasmids were transfected into THP-I cells by the DEAE-dextran 
method (Ausubel et al., 1994) with minor modifications as described 
(Sánchez-Mejorada and Rosales, 1998). StatisticaI anaIysis of data 
was perfonned with a Student's (-test. Values of P:$:O.OI were 
considered significant. 

Stimulation by cell adhesion to fibronectin or by anti-f31 
antibodies 
Tissue culture dishes (30 mm) were coated overnight at 4°C with 20 
J-lglml human fibronectin (Ro che Molecular Biochem., Indianapolis, 
IN), and blocked with 1% BSA as described (Lin et al., 1995). THP-
1 cells were washed and resuspended in cold serum-free RPMI 1640 
medium. CeUs were plated on fibronectin-coated dishes or left 
untreated in suspension and then incubated at 37°C for the times 
indlcated in figure legends. For ligation by antibodies, THP·I ceIls 
were mcubated in medium alone or medium containmg 5 J.Lg/ml of 
antibody for 1 hour at 4°C; cells were tben washed with cold medium 
and incubated at 37°C in RPMI 1640 medium containing 5 flg/ml 
F(ab')2 goat anti-mouse IgO. 

Electrophoretic mobility shift assays 
NF-KB translocation to the nuc1eus was detennined as previously 
descnbed (Dbaibo et al., 1993) with minor modifications. The 
oligonucJeotide probe, (Catalog oo. sc·2505) with the sequence 5'­
GGGGACTTTCCC-3' cootains a consensus NF~KB binding site and 
was purchased from Santa Cruz Blotech. (Santa Cruz, CA). Protein­
DNA complexes were then resolved in 5% nondenatunng 
polyacrylamide gels run at 150 V. Oels were finally dned and analyzed 
wi:h a Molecular Dynamics phosphoimager, modeJ Stonn 850 
(Amersham Pharrnacia Biotech., Buckinghamshlre, UK) The 
speclficity of DNAINF-KB complexes was demonstratcd by showing 
no protein bindmg to an irrelevant oligonucleohde pro be, and also by 
recognition of NF-KB subunits with spccific antibodles. 

Celllysates 
Cells were Iyscd In RIPA buffer (150 mM NaCI, 5 mM EDTA, 50 
mM Hepes, O 5% sodium deoxycholate, 1% Nonidet P-40, 10 mM 2-
mercaptoethanol, pH 7.5) containing 1 mM sodium vanadatc, I mM 
p·nitrophcnyl phosphatc, 2 mM phenylmethylsulfonyl fIuoride, 50 
flg/ml aprotinin A, 25 flg/ml Icupcptin, and 25 ¡.tg/ml pcpstatin, for 
15 minutes at 4°C. Celllysatcs were then cleared by centrifugatlOn at 
20000 g for 5 minutes and kcpt cold on icc. 

PI 3-K activity assay 
PI 3-K was Immunoprccipitated from THP·I celllysates (1.5x107 cel! 
equivalcnt) wlth I Jlg of antl-PI 3-kinase (p 11 O~ SUbUlllt) antibody. 
Thc .:mtibody was first incubatcd wlth 20 J.LI of ProtCIll G-Sepharosc 
(ph3rmaCI3. BlOtcch, Uppsala Swcdcn) for 2 hours at 4"C, and then 



mlxed with the celllysate for another 2 hours at 4°C. Sepharose beads 
were then washed twice with cold PBS contaming 1 % NP-40 and 1 
mM sodium vanadate, twice with 100 mM cold Tris (pH 7.4), and 
twice with eold TNE buffer (10 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCI, 5 
mM EDTA and 100 mM sodium orthovanadate). Imm\illoprecipitates 
were resuspended in 70 J.11 of kinase assay buffer (10 mM Tris (pH 
7.4), ISO mM NaCI, 5 mM EDTA, 100 mM MgCh and 0.88 mM 
ATP), containing 8 ¡.tCI of [y-32PlATP (0.11 TBq!mmol; 2 mCilml) 
(Amersham) and 40 Jlg of L-a-phosphatidylinositol (Catalog no. 
640042; Avanti Polar-Lipids, Alabaster, AL). The mixture was 
incubated at room temperature for 30 minutes, and the reaction 
stopped by adding 20 !i1 of 6 N HC!. Lipids were extracted by adding 
100 JlI of CHC13'CH30H (I:l v/v) mixing vigorously, and then 
centrifuging at maximum speed for 5 minutes in a rnicrocentrifuge. 
50 JlI of the lower organic phase was applied to an oxylated silica gel 
plate (Sigma). Lipids were resolved by thin-Iayer chromatography 
using a solvent mixture of CHCb: CH30H: H20: NH40H (60: 47: 
11.3: 2 v/v). PhosphatidylinositoI-3-phosphate was detected by 
autoradiography. To evaluate the amount of protein 
immunoprecipitated an aliguot of the sample was separated and 
western blotted with anti-PI 3-K antibodies, 

Purification of recombinant histidine-tagged kinase­
defective MAP kinase 
Histidine-tagged kinase-defeetive MAPK (K-MAPK) was prepared 
as deseribed (Gardner et al., 1994) with modifieations. Briefiy, 
Escherichia coli, strain XL 1 Blue eontaining the plasmid coding for 
the K-MAPK protein were incubated overnight in SOB medium, 
eontaining 10 ¡..tglml tetraeyclin and 100 Jlglml ampieillin, at 30°C, 
with agitation at 300 rpm. 5 mI of this saturated culture was diluteó 
100-fold in SOB medium anó incubated at 37°C anó 220 rpm, until 
the culture reacheó an Abs6O{)nm of 0.3. At this poin!:, IPTG 
(Calbiochem, La lolla, CA) was added to a coneentration of 1 mM, 
and the culture continued for another hour. The phage M13rr7 was 
then added to the culture at 5 PFUlbacteria. Flve hours later, bacteria 
were collected by eentrifuging at 5000 g for 15 minutes at 4 oC. 
Bactena from a 500 mi culture were resuspended 10 40 mi of a urea 
buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.9), 0.5 M NaCI, 5 M urea, I mM 
phenylmcthyIsulfonyl fluoride, 5 mM imidazole). Bacteria were then 
Iysed by three cycles of freeze~thaw, and then incubated on ice for 30 
mm Bacterial cell lysates werc clarified by centrifugation at 18000 g 
for 15 minutes at 4°C. The clear supernatant was passed through a 
Ni2+ column (His~Bind® resio; Novagen, Chicago, IL) io the presence 
of 5 M urea. The column was then washed with four column-volumes 
of urea buffer containing 25 mM lmldazolc. Elution of proteins was 
performed with four eolumn-voJumes of urca buffer containing 100 
mM imidazole. Fraetions eontaining K-MAPK were identificd by 
Western blottlOg. Proteio eoneentration was dctennined using the 
Bicinchoninie acid mcthod (BCA ® protelO assay; Pieree, Roekford, 
IL). 

MEK activity assay 
MEK was irnmunopreeip¡tated froro THP-I cel! Iysatcs (1.5x107 ccll 
cqulvalent) wlth 0.5 Jlg of anti-MEK antibody. Irnmunopreeipitates 
were resuspended in 40 ¡..tI of kinase assay buffer (10 mM Tris-RCl 
(pH 7.5), 10 mM MgCh, I mM dithiothrc1lol, 25 11M ATP), 
containing 5 tlCi of ry-32p]~ATP (O.ll TBq/mmol; 2 rnCi/ml) 
(Amcrsham) and 3 Jlg of kinasc-defeetivc MAPK (K-MAPK) as 
substrate for MEK. Mixtures wcrc incubated at room temperaturc 
for 30 minutes. Protcins wcrc then resolved 00 12% SDS­
polyacrylamidc gels. Thc phosphorylated protcins wcre analyzed 
by autoradiography. To cvaluatc the amouot of protejn 
irnmunoprccipitatcd an ahquot of thc samplc was scparatcd and 
wcstcm blottcd with anti-MEK antlbodics 

Western blot 
Tot.:tl ccIl ¡y$a1c~ flOm cqUiV.l1Cllt cclilltllnbcrs. Uf ¡mmtJnopn:Clpl{Jtcs 
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Fig. 1. Crosslinking of ~ 1 integrins induces NF-KB activatioo. 
(A) THP-l monoeytic eells were translcntly transfccted with the NF­
K8 responsive plasmid 24 hours arter transfechon cells were left lO 

suspension, or adhered to fibroncetin (Fn). CelIs wcrc also treated 
wlth anti-~l integrin monoclonal antibody TS2/16 or with anti-MHC 
class 1 monoclonal antibody W6/32. After a 4 hour IOcubation, celIs 
werc Iysed, and luclferase aet¡Ylty, which reprcscnts NF-KB 
activation. was detcnnincd in a lummomcter. Data are mean±s.c. of 
JO determinahons. (B) THP·} cel1s wcrc adhercd to fibroneetm (Fn) 
and nuclear extraets prepared to perform protein-DNA bindiog 
assays. Nuclear extracts wcre IOcubated with antibodics specific for 
the specific NF~1(B subunits p50, p65, c-Rc1, and RelB befare 
performing protein-DNA blOdmg assays. Bands in the meddlc are the 
specific DNAlNF-1Cl3 complexo Data are representatlvc ofthrce 
mdcpendent experiments. (C) THP~ 1 cells were transicntly 
transfeeted with. the NF-KB responsivc plasmid. cdls. wcrc treated 
with la !J.g/ml ofcytoehalasm B (Cyt B) or only the solvent (DMSO) 
for 15 minutes at 3JOC. before stlO1UlatlOn with antibody TS21l6. 
Aflcr 4 hours. NF~1(B achvatlon was dCtCn11lOcd m a luminol1letcr 
D:lta are rncan±s.c. of three deteml1natlons 
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Fig. 2. Oncogenic Rho and Rae regulate integrin-mediated NF-iCB 
activation. THP-I cells were transiently co-transfected with the NF-
1CB reporter plasmid, 3XMHC-Iuc, and CA) wild-type Rho (Rho wt), 
dominant negative Rho (Rho N19) Dr oncogenic active Rho (Rho 
L63); and (B) wild-type Rae (Rae wt), dominant negative Rae (Rae 
Nl?) or oncogenic active Rae (Rae Il15).24 hours afier transfection, 
cells were placed in semm-free medium and left in suspension or 
stimulated by adhesion to fibronectin (Fn) coated dlshes. 4 hours 
later, cel! Iysates were prepared and Iuciferase activity, representing 
NF-ld3 activation, was detennined. pZIP is the empty vector where 
the Rho constructs are cloned. Data are mean±S.e. of elght different 
detenninations. 

of MAPK or PI 3~K were resolved on SOS 12% or 8% PAGE, 
respectively. Proteins were then elcctrotransferrcd onto polyvinylidinc 
ftuoride (PVDF) membranes (Immobllon~P, Millipore, Bedford, 
MA) Membranes were incubated in blockmg buffcr (l % BSA, 5% 
nonfat dry milk (CarnatlOn; Ncstle, Glendalc, CA) and O 1 % Tween 
20 in PBS) overnlght at room temperature. Membranes werc 
subscquently pro bcd wlth the corrcsponding antibody m blocking 
buffer, for l hour at room temperature. Anti~phosphotyrosme (AFT8) 
at l¡..¡.g/ml, anti~ERK polydonal IgG at 75 nglml, and anU~PI 3~kmase 
at 100 nglml. Membranes were washed wlth PBS six times, 5 mmutes 
eaeh time, and mcubated wlth a 1/3000 dllutlOn of HRP~eonjugated 
F(ab')2 goat allti~mouse IgG for 1 hour at room temperature. Afier 
washing six more times with PBS, antibody~reactlvc pro(cins were 
detectcd using a chemiluminescence substrate (SuperSignal; Pierce, 
Rockford, lL) according to the manufacturer's mstructions. In sorne 
cases, PVOF membranes wcrc strippcd of bound antibodics by 
incubatmg them in stripping buffer (62.5 mM Tris~HCl (pH 6 7),100 
mM 2~mcrcaptoethanol, 1 % SOS) for 30 minutes at 50°C. Membrancs 
werc then reprobed wlth other antlbodll.~s. 

HA~MAPK immunoprecipitation 

HA epitopc~taggcd MAPK was immunOpn!elpltatcd from THP-l 
Iysatcs (1 5x 1 07 ccll equivalent) with 14 ¡..¡.g1ml of anti-HA 
mon0c1011JI antibody 12eAS, as prcviollsly dcscribcd (Sánchc/.­
MCJorad.1. and Ro,>.:!.!c,>, 1998) ImmUl10lmCClpltalC's \Vere rC'solvcd by 
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Fig. 3. 131 integrin~mediated NF-1CB activation is dependent 00 PI 3-
K. (A) THP-I monocytic cells were transiently transfeeted with the 
NF~td3 responsive plasmid 3XMHC-Iuc. 24 hours afier transfection 
cens were Ieft in suspension, or plated on fibronectin (Fn), or treated 
with the anti-~l integrin monoclonal antibody TS2/16. Before 
stimulation cells were treated with 50 nM wortmannin or only the 
solvent (DMSQ) for 30 minutes at 37°C. Afier a 4 hour incubation, 
cells were Iysed, and luciferase activity, representing NF-lCB 
activation, detennined io a luminometer. Data are mean±s.e. of six 
determinations. (B) THP-l cells were incubated with 5 ¡.tglml of anti-
131 iotegrin monoclonal antibody TS2/16 at 4°C for 60 minutes, 
washed and then resuspended in medium containing 5 ¡.tglml F(ab')z 
goat anti-mouse IgG at 37°C to induce integrin crosslinking. Afier a 
20 minutes incubation, nuclear extracts were prepared to perfonn 
protein-DNA bindmg assays as described. Sorne cells were 
pretreated with 50 nM wortmannin (Wort), 50 ¡..¡.M LY294002 (LY), 
!O ¡tglrnl cytochalasin B (eyt B), or 30 ¡tM PD98059 (PD) before 
stimulation. Bands shown are the speeific ONAINF-KB complexo 
Data are representative of two indcpendent experiments. 

9% SOS-PAGE gels and western blotted with anti-phosphotyrosinc or 
anh-MAPK antibodies 

RESULTS 

Integrin-mediated activation of the nuclear factor 
NF-KB is dependent on the cytoskeleton 
Because it has been reported tbat ~1 mtegrins can activate gene 
mduction of inflammatory cytokines in monocytes and that thc 
nuclear factor NF-KB is required for this induction (Haskill et 
al., 1991; Lin el al., 1994), we evaluated lhe actlvation ofthis 
nuclear factor upon stiroulation of ~ 1 integrins on THP-I cells. 
Adhesion of cells to fibronectin or crosslinkmg of integrins 
wlth the anti-~l integrin monoclona! antibody TS2/16 induced 
the activation of NF-KB, as indicated by an ¡ncrease (around 
three foId) in lueiferase activity froro the NF-KB reporter 
pIasrnld (Flg. 1 A). Similar treatment with the anti-MHC class 
1 monoclonal antibody W6/32 did not cause any activation of 
this nuclear factor (Fig. lA). Activation of NF-KB was 
maximum at 20 minutes aftcr ~I Intcgrin crosslinking, as 
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Fig. 4. Activatíon ofPI 3-K afier integrin crosslinking. 1.5xl07 THP-
1 cells in 4 mI of serum-free medium were stimulated with 5 ~glml 
of anti-~ 1 integrin antibody (TS21l6). PI3-K activity was then 
measured by immune complex kinase assays from celllysates. Sorne 
ceUs were pretreated with (A) 50 nM wortmannin (Wort) fo! 30 
minutes, 50 11M LY294002 (LY) for 60 minutes, or (B) 30 ¡tg!mI 
Piceatannol (Pice) for 60 minutes befare stimulation. Lower paneIs 
in each figure are westem blots ofP1 3-K that show the same amount 
ofprotein irnmunoprecipitated in each detennination. PI3P, 
phosphatidylinositol 3-phosphate. Data are representative of three 
separate experiments. 

indicated by translocation of thís nuclear factor to the nucleus. 
At this time, nuclear proteins showed around a fivefold increase 
in binding to the NF-x:B-specific DNA probe (data not shown). 
The identity of these DNAINF~KB complexes was confinned 
to be the p50/p65 heterodimer (Fig. 1 B), as previously 
published (Lin et aL, 1995). Because integrins are known to 
participate in cytoskeleton organization, we looked at the effect 
ofcytochalasin B (which disrupts actin filaments) on activation 
ofNF-KB. Treatment with ID ¡tg/ml of cytochalasin B for 15 
minutes at 37°C before stimulation of integnns resulted in 
complete inhibition of activatlOD ofthis nuclear factor (Fig. 1 C; 
see Fig. 3B). This indicated that the cytoskeleton is indeed 
required for this integrin signal to the nuclcus. 

The GTPases Rho and Rae participate in integrin­
mediated NF-x:B activation 
The negative effect of eytochalasin B on NF-KB activation and 
the faet that Ras does not seem to be Illvolved in aetivation of 
this nuclear factor by integrins in these ceIls (Rosales :lod 
Juliano, 1996) indicated that othcr GTPascs might be 
participating in this integrin-mediated response. We turncd our 
attention to the Rho family of GTPases. THP~ 1 ceHs co­
transfccted with thc NFwK"S reporter plasmid and anothcr 
plasmtd dirccting the cxprcss ion of a !l1u(ant foml of Rho wcrc 
stlmulatcd by adhcsion to fibroncctin Cclls cxprcsslng tlle 
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Fig. 5. PI 3-K is required for integrin~mediated tyrosine 
phosphorylation of sorne proteins. THP~ 1 cells were stimulated with 
5 J.Lglml of anti-~ 1 integrin antibody (TS2J16). Some cens were a150 
treated with (A) wortmannin (Wort) for 30 minutes or (B) LY294002 
(L Y) for 60 minutes prior to integrin crosslinking. Afier stirnulation, 
celllysates were prepared, resolved by SDS-PAGE, and then westem 
blotted with anti-phosphotyrosine mAb AFT8. Data are 
representative of three separate experirnents. 

wild-type fonn of Rho had nonnal NF-KB actívation around 
threefold after integrin engagement by fibronectin. The 
dominant negative mutant Rho N19 provoked an increase 
almost elghtfold in NF-KB activity after eeIl adhesion to 
fibronectin. In contrast, the oncogenie form Rho L63 blocked 
integrin-mediated NF-KB activation to basal levels (Fig. 2A). 
Expression of the wild-type form of Rac also did not change 
the level of NF-KB activity after cell adhesion to fibronectin. 
However, opposite to the effects of Rho, the dominant negative 
mutant Rae N17, effieiently blocked integrin-mediated NF-1CB 
activatíon, while the oncogenic forrn Rae 1115, caused an 
almost 12-fold increase in NF-KB activity after cen adhesion 
to fibronectin (Fig. 2B). These results suggested that both Rho 
and Rac are important in integrin-mediated NF-KB activation, 
but they have opposite effects over this nuclear factor. While 
Rae seems to be in the pathway to activate NF-KB, Rho seems 
to playa regulatory negatlve effect. 

PI 3-K is required for integrin-mediated NF-1CB 
activation 
Because, several reports have suggested a central role for PI 3-
K in integrin-mediated responses (Howe et al., 1998; King et 
al., 1997), and because it also seems that this kinase may 
activate Rac (I-lan et al., 1998; Hawkins et al., 1995; Parker, 
1995), we decided lo look at Ihe dependence on PI 3-K of 
intcgrin-rncdiated NF-KB activation. THP~I eells transfeeted 
wlth the NF-KB reporter plasmid werc trcated with 50 nM 
wortmannin (a specific PI 3-K inhibitor) bcforc intcgrin 
stimulation by fibronectin or by crosslinking thc rcccptors with 
speciflc antlbodies. In bo'h cases, wortmannin blockcd NF-KB 
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Fig. 6. PI 3~K is required for integrin-mediated MAPK activation. THP-l cdls were stimulated with 511gfml ofant1-~l integrinantibody 
(TS2116). Sorne celIs were also treated with (A) wortmannin (Wort) for 30 minutes or (B) LY294002 (LY) for 60 minutes prior to integrin 
crosslinking. (C) CeUs were also stimulated, in suspension, with 1 J.LM insulin afier treatment with wortmannin or LY294002. Afier stimulation, 
cell Iysates were prepared, MAPK immuooprecipitated, resolved by SDS-PAGE and then western blotted for phosphotyrosine. After stripping 
offhound antibodies, the same membranes were westem blotted for MAPK (lower paneIs). (D) 1.5x107 cells were stimulated with 5 ¡.tglmI of 
anti-~l mtegrin antibody (TS2/16). Celllysates from THP-lceUs treated with wortmannin (Wort) or LY294002 (LY) prior to integno 
crosslinking, were used imrnunoprecipitate MEK, and determined its activity by an in vitro kinase assay, using a kinase-defective MAPK 
(K-MAPK) as substrate. Lower panel is a western blot ofMEK showing the same amouot ofprotein irnmunoprecipitated in each 
determination. Data are representative of three separate experiments. 

stimulation (Fig. 3A), indicating that PI 3-K is required for 
activation of this nuclear factor. In addition, wortmannin and 
also LY294002 (the other PI 3-K inhibitor) completely blocked 
NF-KB translocation to the nucleus (Fig. 3B), further 
confirming the role of PI 3-K in integrin-mediated NF-KB 
activation. Moreover, integrin crosslinking with monoclonal 
antibody TS2!16, clearly resulted in activation ofPI 3-K (Fig. 
4). Similar treatment with the anti-MHC class I antlbody, 
W6/32, did not induce PI 3-K activation (data not shown). This 
response was cornpletely blocked by the two specific PI 3-K 
inhibitors (Fig. 4A). It 1S welI known that tile first step in 
integrln signaling 1S the activation of tyrosine kinases (Howe 
et al., 1998; Rosales et al., 1995). We reasoned Ihat PI 3-K 
should be downstream from tyrosine kinases in this integrin 
signaling pathway. In order to confirm this idea, THP-I cells 
were treated wlth 30 J.lglmI PlceatannoI, a spccific inhibitor of 
Syk tyrosinc kinase, for 1 hour at 4Q C prior to integrin 
crosslinking. PiceatannoI inhibited integrin-mcdíatcd PI 3-K 
activation (Eg. 4B) further supporting prcvious findings that 
reint to Syk as ao initia.l tyrosine kinase in mtcgrin slgnaling 
in monocytcs (Lin et al.! 1995). These results indlcatcd that j31 
intcgrm signaJing in monocytic cclls initiatt.:s with tyrOSlflt.: 

kinases and then activates PI 3-K, which in tum is required for 
NF-KB activation. 

PI 3-K ís requíred for íntegrín-medíated MAPK 
activation 
In order to identify sorne rnolecules downstream from PI 3-K 
in this integrin signaling pathway, we looked at the effect of 
wortmannin and LY294002 on the pattero of tyrosíne 
phosphorylated protems after integrin crosslmking. Several 
proteins were phosphorylated in tyrosine resldues after integrin 
engagement in THP-l cells_ Predominantly proteins with 
molecular weights ofapproximately 40, 120, 150 and 170 kDa 
were detected. Both wortmannin (Fig. 5A) and LY294002 (Fig. 
58) reduced the level of tyrosine phosphorylation of sorne 
proteins_ MainIy, the ones around 40 and 120 kDa. Because, 
the band of approximately 40 kDa could be MAPK, we decided 
to direcdy look at the activation of this kinase in response to 
intcgrin cngagement. THP-l cells showed activation ofMAPK 
aftcr ~ 1 intcgrins werc crosslinked with specific antibodics. 
This activation was c1carly ínhibitcd by both PI 3-K inhibitors 
(Fig. 6). To confinn lhal inhibition by the PI 3-K inhlbltors 
was speclÍic, we t.:xammcd the effects of worlmannin and 



LY294002 on MAPK activation induced by another receptor, 
which signals through a pathway known to be independent of 
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Fig. 7. MEK is reqUlred for integrin-mediatcd MAPK activation, but 
not for NF~KB activation. THP-l cclls wcre left in suspension, plated 
on fibroncctin (Fn), or stimulated with the anti.~ 1 integrin 
monoclonai antibody TS2/16. Sorne cells were also trcatcd with 
(A) 30 f.lM PD98050 (PD) for 60 minutes, or B) 10 ¡.tglml 
cytochalasin B (Cyt B), pnor to mtcgrin crosslinking Arter 
stimulation, ce!! Iysatcs wcrc preparcd, MAPK immunoprecipitated, 
resolved by SDS-PAGE, and then westem blotted for 
phosphotyrosme or phospho-MAPK After strippcd ofbound 
antlbodics, the same mcmbranes werc wcstem blottcd for MAPK 
(lower panel). Data are representaüvc ofthrec separate expcrimcnts. 
C) THP-I monocytic ceHs were transiently transfccted with the NF­
KB responsivc plasmld 3XMHC-Iuc. 24 hours after transfcctlOn cclls 
wcre and Id\. in suspcnsion, or trcatcd with thc anti.~l integrin 
monoc1onal antlbody TS2/16. Before shmulahon cells werc treatcd 
with 30 ¡.tM PD98059 or only the solvent (DMSO). Afier a 4 hour 
lllcubation, cdls wcrc lyscd, and luclferasc actlvi\y, rcprcscntmg NF­
KB aC(IVaIlOn, dctenl1lncd lO a lummomc(cr Data are mcan±'s C of 
fom d\!t\!nninltloIlS 
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PI 3-K. Stimulation of THP-I cells, in suspension with 1 ~ 
insulin for 10 minutes also resulted in activation of MAPK 
(Fig. 6C). As expected, this activation was not affected by 
either ofthe PI 3-K inhibitors. MEK (MAPK kinase) has been 
know for sorne years to be the enzyme required for MAPK 
activation. Tú test whether PI 3-K was required for MEK 
activation in integrin signaling in monocytes, we eva1uated the 
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Fig. 8. Integrin-mediated MAPK activation is independent of Rae. 
(A) THP-l monoeytic eelIs, co-transfected wlth HA·tagged MAPK 
(HA-MAPK), and the dominant negative mutant Rae N17, the 
dominant ncgative mutant Rho N19, or the empty vector pZIP, were 
"timulated with 5 ¡.tglml of anti-[31 integrin antibody (TS21l6). After 
stimulatlon, ceU 1ysates were prepared, HA-MAPK 
immunoprec1pltated, resolved by SDS-PAGE, and then wcstem 
blotted for phosphotyrosine. Afier stripped ofbound antlbodies, the 
sarne membranes were wcstem blotted for MAPK (lower panel). 
Data are representative ofthree separate cxperiments. (B) THP-I 
eells wcre translCntly co·transfeetcd with the Elk-l responsive two­
plasmid system GalMElk!5XGalMluc and the dominant negative forro 
ofRae (Rac N17) or with the cmpty vector (pZIP). Cells wcre then 
1eft in suspension, treated with the anti-pl intcgrin monoclonal 
antibody TS2/16, or treated with I¡..¡.M insulm. C) CclIs wcrc also 
pre-treatcd with 50 nM wortmanmn, 30 11M PD98059, or only the 
solvcnt (DMSO). Aficr a 4 hour incubatlon, ceils wcre lyscd, and 
lucifcrasc activlty, rcprcscntmg Elk· I activation, dctcnnincd in a 
luminol1lct\!(. D,Ha arc mCJ.n±s e. of ¡hree dctcmunatlOns 
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effect of the specific PI 3-K inhibitors on the activity of 
MEK afier integrin stimulation. Crosslinking of ~l integrins 
promoted an increment in MEK activity. This activatlOll was 
also inhibited by wortmannin and LY294002 treatments (Fig. 
6D). In addition, the speeifie MEK inhibitor PD98059 
eompletely b!oeked integrin-mediated MAPK aetivation (Fig. 
7). Together these resu!ts showed lhat PI 3-K is stimulated by 
integrin engagement in monocytic cells, and that PI 3-K is then 
required for activation ofthe MEK, MAPK signaling pathway. 

Integrin-mediated NF-KB activation is independent 
ofMAPK 
The results presented have, until now, indicated that the 
integrin signaling pathway involves PI 3-K for bolh NF-KB 
and MAPK activation. Tú explore the connection between 
these responses, the dependence of integrin-mediated MAPK 
activation on the cytoskeleton was explored. MAPK activation, 
Iike NF-KB activation, was dependent 00 the cytoskeleton as 
indicated by complete inhibition of this response by 
eytoehalasin B (F1g. 7B). However, in THP-l eells transfeeted 
with the NF-KB-responsive plasmid, lhe MEK inhibitor 
PD98059 did not have any effeet on integrin-mediated NF-KB 
aetivation (Fig. 7e). Furthermore, PD98059 was also not able 
to block transloeation ofNF-KB to the nucleus (Fig. 3B). These 
results showed that allhough the eytoskeleton and PI 3-K were 
needed for both NF -KB and MAPK aetivation, these two 
responses were not connected on the same pathway 
downstream from PI 3-K. 

Integrin-rnediated activation of NF-KB and MAPK 
follows distinct signaling pathways 
If, NF-KB actlvation and MAPK activation were really steps of 
separate signaling pathways, then inhibition of Rac, which is 
required for íntegrm-mediated NF-KB activation (Fig. 2), 
should not have any effect on the MAPK activation induced by 
integrin stimulation. To confirm this idea~ THP-l cells were eo­
transfected witb plasmids directing the expression of a HA­
tagged MAPK and the dominant negative mutant form of Rae 
(Rac NI7). Afier transfection, ~ 1 integrins were erosslinked on 
these cells and tbe activity of HA-MAPK analyzed by westem 
blotting. As seen before, integrin engagernent resulted in 
tyrosine phospho'Ylalion of MAPK, and as expeeted, this 
activation was not affected by the dominant negative Rac N 17 
(Fig. 8A). In addition, expression ofthe active RacllI5 in these 
cells dId not affect integrin-mediated MAPK activation (data 
not shown). These results further supported the idea that 
integrin-mediated activation of NF-KB is independent of 
MAPK and that integrin signaling is separated downstream 
from PI 3-K. Moreover, the GTPases Rho and Rae seemed to 
have opposite effects on NF-KB activation afier integrm 
engagement (Flg. 2). Thus, it was possible that these two 
signaling pathways from integnn ligation were not only 
separated but also in competition with each other. Expression 
of the dominant negative RhoNI9 indeed blocked MAPK 
activation after integrin ligation (Fig. 8A), further supporting 
the idea these t\Vo pathways are working in opposite dlrections. 

In addition, we looked at activation of the nuclear 
transeriptlOn factor Elk-l, WhlCh is known to be the mam 
targct of MAPK. THP-I eells were transfected with the Ras 
palhway-responsivc reporter systcm Gal-Elk/5XGal-luc, 
whlch produces !ucderasr.: upon actlvation o[ the nuclear factor 

Fig. 9. Model for ~1 integrin signa1 transduction in monoeytes. Upon 
stimulation 131 integrins activate tyrosine kinases. In monocytic eeIls, 
Syk is the tyrosine kinase involved. P13-K is aetivated and then two 
separate signaling pathways go to the nueleus. Both pathways require 
a functional cytoskeleton since cytochalasin B treatment blocks 
them. The GTPase Rae leads to activation oftbe nuclear factor NF-
1CB; while the MEKlMAPK pathway leads to activation oftbe 
nuclear factor Elk-l. The GTPase Rho seems to negatively regulate 
NF~KB activation in an still unknown way. Receptor tyrosine kinases 
(RTK), such as the insuhn receptor use the elassical Ras pathway to 
activate MAPK. In THP-I cells, the molecules Ras and Rafdo not 
seem to be involved in integrin signaling to the Dueleus (Rosales and 
Juliano, 1996). 

Elk-l. When these eells were stimulated wilh anti pI-integrin 
antihodies an inerease, of around threefold, in luciferase 
activity was observed (Fig. 8B). Co-transfeetion of the 
dominant negative mutant Rae N 17 did not have any effect 
on this integrin.mediated response (Fig. 8B). In addition, 
wortmannin (PI 3-K inhibitor) treatment resulted in complete 
inhlbition of the EIk-1 activatíon induced by integrin 
erosslinking; while the same treatment did not affect the 
insulin-mediated Elk-I aetivation (Fig. 8e). Similarly, 
treatment with PD98059 (MEK inhibitor) bloeked Elk-I 
activation induced both by integrin crosslinking and by insulin 
(Fig. 8e). These results eonfirmed lhat PI 3-K and MAPK are 
required for integrin-mediated Elk-l activation and that Rae is 
not involved in actlvation ofthis nuclear factor. Taken together, 
our data show that ~ 1 integrins, in monocytic cells, use 
different signaling pathways to the nucleus. Downstream from 
PI 3-K, Rae leads lO aetivation of NF-KB, while MEK and 
MAPK lead to activation ofElk-l (Fig. 9). 

DISCUSSION 

One of the most important functions activated by integrin­
ruediated adhesion of myelomonocytic celIs IS the production 
of inftammatory cytokines such as IL-I, IL-8 and TNF. This 
rueans tbat integrin crosslinking induces transcriptíon of the 
genes encoding these responses (Haskill et aL, 1988; Yurochko 
et al., 1992). To have initiation of transcription of these genes, 
activation of diverse nuclear factors has to take place. Very 
httlc is known about the slgnal transduction pathway from 
in[cgnns to transcriptlon factors m the cell nucleus. It has becn 



observed that the 5' regulatory sequences ofthe cytokine genes 
indueed by integnn erosslinking (IL-1, IL-8, TNF), .11 eontain 
sites for the nuclear factor NF-KB (Cogswell et aL, 1994; 
Haskíll et aL, 1988; Híscott et al., 1993). Moreover, adhesion 
of monocytic cens to fibronectin indeed caused NF-KB 
activation, as reported earlier (Lin et aL, 1995; Rosales and 
Juliano, 1996). We therefore reasoned that NF-'KB activation 
would be an ideal way for monitoring the integrin signaling 
pathway leading to gene induction. lnitial observations have 
suggested that integrin signaling may use the Ras signal 
transduction cascade. Integrin-mediated activation, thus leads 
to the assembly of Grb-2-Sos complexes that then serve to 
activate the Ras cascade (Schlaepfer et al., 1994). In addition, 
in THP-l monocytic cells, both peptide mitogens and integrin 
crosslinking are capable of activating MAPK, which is a 
known eIement of the Ras pathway. Despite these findings, the 
~l integrin-dependent activation OfNF-KB in monocytic cells, 
seerns to be independent of the signaling protein Ras because, 
in a previous report, we found that negative mutants of this 
GTPase did not affect the response (Rosales and Juliano, 
1996), 

The involvement of Ras in integrin signaling is still 
controversial. Among the studies that looked directly at Ras 
participation in integrin signaling, the results are divided. With 
the aid of dominant negative mutants ofRas, sorne groups have 
found that MAPK activation by integrins requires Ras (C1ark 
and Hynes, 1996; Schlaepfer and Hunter, 1997; Wary et al., 
1996), while others have found that Ras is not invo1ved (Chen 
et al., 1996; Rosales and Juliano, 1996), Recent reports, 
however, suggests that both parts of this Íssue may be correct 
and that the differences could be due to distinct mechanisms 
of iotegrins signaling. Raf activation by integrins occurred in 
two phases, Early activation of Raf required Raf-Ras 
interaction and was not affected by PKC inllibitors, while a 
lower, sustained level of activity was independent of Raf-Ras 
interaction and was reduced by PKC inhibitors (Howe and 
Juliano, 1998). So it seems that integrin signaling towards the 
MAPK cascade may in sorne instances require Ras but not in 
others. 

Because in monocytic cells Ras does not seem to participate 
in integrin-mediated NF-KB activation and because the Rho 
family of GTPases are wel1 known to participate in severa} 
funetional aspects of the cytoskeleton (Hall, 1998; Tapon and 
Hall, 1997), while: integrins are receptors connected to the 
cytoskeleton (Howe et al., 1998), we tumed our attention to 
other GTPases to investigate whether they míght be 
participating in the signalmg pathway to nucleus. Upon 
disruption of the actio cytoskeleton with cytochalasin B~ NF­
KB and MAPK were no ¡ooger actlVated after integrin 
engagement A functionaI relationshlp betwecn NF-K:B and thc 
cytoskeleton has also been suggested by a recent report 
indicating that the p65/Re1A subunit ofNF-K:B interacts with 
actin structures In rat fibroblasts (Are et al., 2000). The 
cytoskeleton and molecules related to it, such as the Rho family 
GTPases wcrc then very likely to be ¡nvolved in intcgrin 
signahng to the nucleus via MAPK and NF-KB. We explored 
the particlpatíon of the GTPases Rho and Rac with the aid of 
dominant negative rnutants ofthese moleeules (Khosravi-far et 
aL, 1995). 'Thc Rae ncgativc mutant was ab\c to block NF-1<B 
activation, whilc the oncogcnie active mutanl enhanced this 
responsC', indicatmg tbat Rae is Ulvolved in tbis signaling 
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pathway. In contrast, Rbo negative mutant increased NF-KB 
activation, while the oncogenic active mutant inhibited this 
response. This means that both GTPases participate in integrin 
signaling to NF -KB, but they seem to do it in opposite 
directions. Our data show that Rac is necessary for integnn­
mediated activation but they do not demonstrate that it is 
sufficient, as the constitutively active Rac 63L does not activate 
NF-ldl without integrin Iigation. This suggests that although 
Rae is important for integrin signaling 10 this nuclear factor, 
other unidentified signals may also be required for this 
pathway. Although Rac is in the pathway to activate NF-KB, 
Rho seems to provide a regulatory negative signal to NF-KB. 
This eould be a mechanism to prevent exeessive activation of 
the nuclear factor or to tum the signa! off. These results were 
a little surprising at first, because Rae had been reported to 
activate Rho (Bos, 1997); however, the connection between 
these GTPases is more complex than the initial cascade of 
aetivation described for thero, where Cdc42 activates Rac and 
this one, then activates Rho (Bos, 1997). C1earIy, Rae and 
Rho can regulate each other giving opposite responses 
(Schoenwae1der and Burridge, 1999). Ifthe effects ofRho were 
really respansible far tenninating the signal ta activate NF-KB, 
then Rho should be turned on afier Rac, and this could be seen 
as a feedback control mechanisrn. We do not have information 
on the time these GTPases are activated afier integrin 
stimulation. Detennining the kinetics of activation of these 
GTPases may help us to understand their exact role in NF-KB 
activation. 

Because products of the enzyme PI 3~K have been shown to 
bind severa1 GTPases (Tolias et aL, 1995; Van Aelst and 
D'Souza-Schorey, 1997) and a1so to activate Rac (Akasaki et 
aL, 1999; Han et aL, 1998; Hawkins et aL, 1995; Parker, 1995), 
we looked whether PI 3-K participated in this integrin pathway. 
Integrin crosslinking On monocytic cells also resulted in 
activation ofPi 3-K. This response and NF-KB activation were 
both effieient1y blocked by the speeific inhibitors of PI 3-K. In 
addition, it is well accepted that the initial step in signaling 
from all integrins is the activation oftyrosine kinases. Integrins 
do not have any enzymatic activity by themselves, but have 
been found assoclated with many other proteins upon 
activation. Piceatannol, a spacific Syk inhibitor also inhibited 
integrin-mediated PI 3-K aetivation further, supporting 
previous findings that point te Syk as an initial tyrosine kinase 
in integrin signahng in monocytes (Lin et al., 1995; Miller et 
aL, 1999). Thus Syk, PI 3-K and Rac are c1ear1y in the integrin 
signaling pathway to the nucleus. 

Data discussed aboye clearly show that pI integrins, in 
monocytlc celIs., activate a sIgnal transduction pathway that is 
dlstinct from the classical MAPK cascade. Howcver, it is well 
established that MAPK is activated upon integrin crosslinking. 
So, there seemed to be a discrepancy between the general 
consensus about integrin signaling, via the MAPK cascade, and 
our results on integrin-rnediated NF-K:B activation, vía Syk. PI 
3-K and Rae. MAPK activation was indecd dependent on PI 3~ 
K, as both wortmannin and LY294002 eompletely blocked il. 
These inhibitors did not have any effeet on MAPK activation 
induced by the insulin receptor, which uses the classical Ras, 
Raf, MEK, MAPK pathway (Lec-Kwon et al., 1998; Waters et 
al., 1996) Clcarly, PI 3-K is an important molcculc in integrin 
signaling m monocytic ceIls and 1t seems to be rcqu1rcd for 
both Nf-K8 and MAPK actlvation. Howcvcr, our results aIso 
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suggest that although PI 3-K is needed for these two responses 
they did not follow the same pathway downstream of PI 3-K. 
Because PI 3-K has been reported to be able to activate Rae 
(Akasakí et al., 1999; Han et al., 1998; Hawkíns et al., 1995; 
Parker, 1995) and alsa lhe MAPK cascade (Kíng et al., 1997; 
Perkintan et al., 1999), ít ís thus very likely lhat separate 
signaling pathways were tumed on after integrin-mediated PI 
3-K activation in monocytic cells. 

In arder to confirm that distinct signaling pathways were in 
use downstream from PI 3-K, we looked at activation of a 
different nuclear transcription factor. Elk-l is the main target 
ofMAPK (Hill et al., 1993; Marshall, 1994), and as expected, 
integrin crosslinking also induced activation of this nuclear 
factor. This activation was c1early dependent on the well 
established MEK, MAPK pathway, as lhe specifie MEK 
ínhíbítar PD98059 (Alessí et al., 1995; Dudley et al., 1995) 
eampletely blacked bath MAPK aelívatían and Elk-I 
activation. In contrast, PD98059 did not affect integrin­
dependent NF-KB activation. In addition, the dominant 
negative mutant af Rae (Rae NI7), whíeh ínhíbíted NF-Kll 
activation, was neither able to inhibit integrin-mediated MAPK 
activation nor Elk-l activation. Clearly, inhibition of the Rae 
palhway blacked NF-Kll aetivatían, but ít díd nat affeet Elk-I 
activation. Conversely, inhibition of the MEK, MAPK, 
palhway díd nat affeet NF-KB aelívalían, but effieíentIy 
blaeked Elk-I aetivalían. These results demanstrate that twa 
distinct pathways are used by ~1 integrins in monocytic cens 
to deliver signals into fue nucleus. It remains to be detennined 
whether this is only the case for ~ 1 integrins and monocytic 
cells. However, we have preliminary data índicating that 132 
integrins also cause activation of MAPK and NF-KB via 
different pathways. 

Moreover, these two pathways seem to be competing with 
each other. Inhibition ofRho by the dommant negative mutant 
Rho N19 enhanced NF-KB activation and at the same time 
reduced MAPK activation. Thus, it seems that while Rac is 
used on the pathway leading to NF-KB activation, Rho is used 
ta regulate balh palhways by bloekíng the NF-KB pathway and 
enhancing the MAPK pathway. The mechanism by which this 
GTPase is able to regulate ~ 1 integrín signaling in monocytic 
cells remains unknown. Rho may control these pathways via 
the cytoskeleton, which is needed for both pathways. One 
possibility 1S that Rho regula tes the actin fibers to fonn the 
praper seaffaldíng where eíther Rae ar MAPK may be 
aelívated afier PI 3-K. 

Together these data strongly suggest that integrín 
engagement on monocytic ceIls leads to activation of the 
transcription factors NF-KB and Elk-l. However, these nuclear 
factors are activated through distinct signaling pathways. Orre 
pathway uses PI 3-K and leads through the GTPase Rae to NF­
KB; while another pathway uses PI 3-K to activate the MEK, 
MAPK, Elk-l pathway (Fíg. 9). 
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