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Abstract 

Bone Morphogene c Proteins (BMPs) play an important role in a variety of processes, 

such as bone forma on and angiogenesis. In cancer, BMP‐Smad signaling is o en dereg‐

ulated. In this study, we sought to iden fy protein kinases, which affect BMP signaling. 

Using an overexpression approach, we were able to iden fy known players in BMP sig‐

naling, such as ALK1, ActRIIA and ActRIIB . In addi on, we iden fied two novel regula‐

tors of BMP signaling: ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypep de 4 (RPS6KA4) and 

Cyclin Dependent Kinase 8 (CDK8). RPS6KA4 enhanced BMP signaling, whereas CDK8 

inhibited BMP signaling. Considering their involvement in cancer progression these pro‐

tein kinases may play an important role in oncogenic BMP‐Smad signalling.  

Introduc on 

Bone morphogene c proteins (BMPs) belong to the transforming growth factor (TGF)‐ 

superfamily of growth factors and are involved in a wide variety of processes, including 

bone forma on, angiogenesis and cardiac development. A dozen of BMPs have been 

iden fied up to now, which all signal in a similar manner [1]. Ligand binding induces the 

forma on of a heteromeric complex, consis ng of a type I receptor and a type II recep‐

tor. BMPs are able to bind to the type I receptors ac vin receptor‐like kinase (ALK) 1, 2, 

3 and 6 and to the type II receptors BMP Receptor type II (BMPRII), Ac vin Receptor II 

(ActRII) A and B. Within this ligand‐receptor complex, the type II receptor phosphory‐

lates the type I receptor, which in turn phosphorylates Smad1, 5 and 8. This phosphory‐

la on causes a conforma onal change in these Smads, which allows them to interact 

with Smad4 to form heteromeric complexes. This complex translocates into nucleus, 

where it affects transcrip on of target genes [1,2]. Besides, the induc on of Smad sig‐

nalling, BMPs may also induce non‐Smad signalling pathways. For example, the BMP 

receptors ac vate TGF‐ ac vated kinase‐1 (TAK‐1), which mediates the ac va on of 

p38 and JNK [1]. 
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BMPs are necessary for  ssue homeostasis and deregula on of BMP signalling leads to 

vascular disorders, such as primary pulmonary hypertension (PAH) and skeletal disor‐

ders, such as fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) [1]. In addi on, disturbed BMP 

signalling has been implicated in cancer. Muta ons in the SMAD4 and ALK3 genes result 

in juvenile polyposis, a hereditary form of colorectal cancer [3]. Furthermore, the BMP 

pathway is also inac vated by muta ons in the BMP receptors in the majority of sporad‐

ic colorectal cancers during progression from adenoma to carcinoma [4,5].  In glioblasto‐

ma, BMP‐4 treatment inhibited tumor growth [6]. However, in other types of cancers 

BMPs may  either promote or inhibit tumorigenesis and metastasis. For example, loss of 

BMPRII has been correlated with poor prognosis in prostate cancer, whereas BMP‐6 ex‐

pression has been correlated with metastasis in prostate cancer [7]. The interplay with 

other growth factors or hormones may affect the outcome. For example, the effect of 

BMP‐7 on prostate cancer cells relies on their hormone dependency. In androgen sensi‐

ve cell lines, BMP‐7 inhibits prolifera on, whereas it has no effect on androgen insensi‐

ve cell lines [8]. BMP‐4 only s mulates cell growth in the presence of growth factors, 

such as Hepatocyte Growth Factor, Epidermal Growth Factor and  [9]. Thus, the role of 

BMPs in cancer is highly context‐dependent.  

Interplay between the BMP‐Smad signals and signals from other growth factors can be 

regulated by phosphoryla on. For example, extracellular regulated kinase (ERK) phos‐

phorylates Smad1 in the linker regions in response to growth factors, which results in 

exclusion of Smad1 from the nucleus [10]. Smad1 is also phosporylated by Glycogen 

synthase kinase 3 (GSK3), which results in poly‐ ubiqui na on and subsequent degrada‐

on of Smad1. S mula on with Wnt decreases the levels of GSK3, with a concomitant 

increase in Smad1 protein levels and a an increase in BMP signalling ac vity [11]. Thus, 

kinases play an important role in regula ng BMP signalling. 

In this study, we sought to iden fy novel kinases which modulate BMP‐Smad signalling 

in cancer. To this end, we made use of a human kinome overexpression library [12]. 

Compared to a loss of func on approach, use of this gain of func on approach allows 

for iden fica on of kinases that are not expressed by the cell type, act redundantly or  
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ac vate pathways only under pathological condi ons. Using this library, we found known 

and novel regulators of BMP signalling. Further valida on iden fied two novel kinases 

which regulate BMP‐Smad signalling. 

Materials and Methods 

Cell culture 

C2C12 mouse myoblast and human embryonic kidney  (HEK) 293T transformed cells were 

cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10 % fetal 

bovine serum, 100 U/ml penicillin and 50 g/ml streptomycin (Gibco). C2C12 cells were 

not allowed to grow beyond 70‐80% confluency. All cell lines were grown in a humidified 

incubator at 37 °C and 5 % CO2. 

Constructs 

The cDNA kinase expression library [12] and BMP Responsive Element (BRE)‐Luc reporter 

construct [13] have been described before. The Renilla luciferase construct pRL‐SV40 was 

purchased from Promega. Constructs encoding human Ribosomal protein S6 kinase, 

70kDa, polypep de 1 (RPS6KB1), Mitogen Ac vated Kinase Kinase Kinase 10 MAP3K10, 

ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypep de 4 (RPS6KA4), ephrin type‐A receptor 2 

(EPHA2), ephrin type‐B receptor 2 (EPHB2) and EPHB3 in pDNOR221 [12] were cloned into 

pcDNA DEST40 (Invitrogen) using the Gateway system (Invitrogen). Mouse Cyclin Depend‐

ent Kinase 8 (CDK8)  shRNA constructs were from the TRC1 shRNA library (Sigma), namely 

constructs constructs TRCN0000023107 and TRCN0000023104. Construct SHC002, ex‐

pressing a non‐targe ng shRNA, was used as a nega ve control. 

Kinase screen and data analysis 

The kinase screen was performed in a 96‐well plate format. Luciferase‐reporter screening 

was performed in C2C12 cells, using 50 ng of protein kinase expression constructs and 50 

ng of reporters (1:19 mix of control to pathway reporter) per well. The Renilla luciferase  

construct pRL‐SV40 (Promega) was used as a control reporter; BRE‐luc was used as a spe‐

cific reporter for the BMP pathway. One day a er transfec on using FuGENE HD (Roche),  
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cells  were serum starved over night and subsequently s mulated with BMP‐6 (100 ng/ml; 

a kind gi  of K. Sampath, Crea ve Biomolecules, Inc, Hop nton, USA) in medium contain‐

ing 0.5% serum. A er 8 hr of s mula on, firefly and Renilla luciferase ac vi es were de‐

termined using the dual‐Luciferase kit (Promega), followed by subtrac on of background 

luminescence counts from untransfected cells. Rela ve luciferase ac vi es were calculat‐

ed by dividing the pathway‐specific firefly luciferase counts by the control Renilla lucifer‐

ase counts separately for all replicates, and sample mean and standard devia on (SD) 

were calculated from these values (n = 3). Constructs that caused a severe drop in Renilla 

luciferase counts (below 15000 counts) were classified as toxic and were not analyzed fur‐

ther. Data was analyzed using GraphPad Prism.  

Luciferase assays 

C2C12 cells were seeded into a 24 wells plate and transfected the next day for 4 hr with 

100 ng BRE‐Luc and 100 ng of the kinase overexpression or knockdown construct using 

Lipofectamine (Invitrogen). An expression plasmid for ‐galactosidase (200 ng) was co‐

transfected to correct for transfec on efficiency. The next day, cells were serum starved 

overnight and s mulated with BMP‐6 (100 ng/ml) for 8 hr. Luciferase and ‐galactosidase 

aci vity were determined as previously described [14]. Each transfec on was carried out 

in triplicate and representa ve experiments are shown. 

 

Western blot 

293T cells were seeded into a 6 wells plate and were transfected with 500 ng kinase over‐

expression construct using polyethylenimine (Sigma‐Aldrich) and harvested two days a er 

transfec on in Laemmli buffer. C2C12 cells were transfected using Lipofectamine 

(Invitrogen), harvested 3 days a er transfec on in Laemmli buffer without bromophenol 

blue and ‐mercaptoethanol. 10 g of protein was used for SDS‐PAGE & Western blo ng. 

V5‐an body was from Invitrogen and  CDK8 an body was from SantaCruz. Staining for ‐

ac n (Sigma) was used as a loading control. 
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Results 

Kinase screening iden fies puta ve posi ve regulators of BMP‐Smad signalling 

To iden fy new players in BMP‐Smad signalling, we made use of a kinome cDNA expres‐

sion library. We used ac va on of the transcrip onal reporter BRE as a readout in the 

highly BMP responsive myoblast cell line C2C12. Without ligand s mula on, ectopic 

overexpression of protein kinases previously implicated in BMP‐Smad signalling, namely 

ActRIIA, ActRIIB and ALK1, strongly induced promotor ac vity (figure 1A). Interes ngly, 

ALK4 and ALK7, receptors for the TGF‐ superfamily ligands Ac vin and Nodal, also en‐

hanced basal BRE‐reporter ac vity, 2.6 fold and 5.5 fold respec vely. This suggests  posi‐

ve crosstalk between Ac vin/Nodal and BMP‐Smad pathways. When cells were s mu‐

lated with the ligand BMP‐6, overexpression of ActRIIA further enhanced reporter ac vi‐

ty (figure 1B). The posi ve iden fica on of known BMP‐Smad pathway regulators 

proved that our high throughput system is suited for the search for new kinases in‐

volved in the control of BMP signaling 

Further analysis of the results revealed a number of kinases which enhanced BMP‐6 in‐

duced reporter ac vity more strongly than ActRIIA (Figure 1C, Figure 2A). Especially mi‐

togen‐ ac vated protein kinase kinase kinase 10 (MAP3K10) had a strong effect on 

Smad1 transcrip onal ac vity, whereas ribosomal protein S6 kinase  90kDa polypep de 

4 (RPS6KA4) enhanced reporter ac vity to a lesser extent. Interes ngly, three members 

of ephrin receptor subfamily (EPH) of receptor protein tyrosine kinases, namely EPHA2, 

EPHA3 and EPHB2, enhanced reporter ac vity to the same extent as ActRIIA. Our results 

suggest  that the kinases MAP3K10, RPS6KA4, EPHA2, EPHA3 and EPHB2 are poten al 

posi ve regulators of BMP‐Smad signalling. 

Kinase screening iden fies possible nega ve regulators of BMP‐Smad signalling 

A large number of kinases inhibited BMP‐6 induced reporter ac vity. Among these were 

different splice variants of TGF‐ ac vated kinase  (TAK)‐1 (Figure 1B), which has been 

shown previously to nega vely effect BMP‐Smad signalling by interfering with the DNA  
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Figure 1 Kinase cDNA screen for novel BMP pathway regulators. (A and B) Effect of kinase expres‐
sion on the BMP reporter BRE‐Luc ac vity in C2C12 in the absence (A) or presence (B) of BMP‐6 
(100 ng/ml). The kinome overexpression constructs were co‐transfected with the BRE‐Luc report‐
er in C2C12 cells. Cells were starved and mock treated or BMP‐6 (100 ng/ml) s mulated for 8 
hours. The RLU of the kinases were plo ed a er sor ng for RLU value. (C) Several kinases affect 
the BMP pathway. Basal RLU is plo ed against BMP‐6‐induced BRE. Kinases for follow‐up are 
indicated with triangles, kinases with a known func on in the BMP pathway are indicated with 
stars and CDKs are indicated with diamonds. Rela ve luciferase ac vity (RLU) is expressed as 
mean of triplicate cultures. 

binding domain of Smads [15]. One kinase nega vely affec ng BMP‐6‐induced reporter 

ac vity was ribosomal protein S6 kinase 70kDa polypep de 1 (RPS6KB1) (Figure 1C, 

Figure 2B). Interes ngly, cyclin dependent kinases, namely CDK2,4, 5, 8 and 9 all had an 

inhibitory effect on BMP‐6‐induced reporter ac vity (Figure 2B). These kinases are es‐

sen al for cell cycle progression and they are frequently overexpressed in cancer [16]. 

Taken together, RPS6KB1, CDK2, 4, 5, 8 and 9 are possible nega ve regulators of BMP‐

Smad signalling. 
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RPS6KA4 is a posi ve regulator of BMP‐Smad signalling 

To further validate the effect of the different kinases on BMP‐Smad signalling MAP3K10, 

RPS6KA4, EPHA2, EPHB2, EPHA3, and RPS6KB1 cDNAs were cloned into pcDNA DEST40  

containing a C‐terminal triple V5 tag. The expression levels of these constructs was ana‐

lyzed in 293T cells by Western blo ng following transfec on of the different constructs 

(Figure 3A). In order to analyze their effects on BMP induced transcrip onal ac vity using 

the BRE reporter construct. V5‐Tagged MAP3K10, RPS6KA4, EPHA2, EPHB2, EPHA3,  and 

RPS6KB1  were  overexpressed in C2C12 cells together with the BRE reporter construct. As 

shown in Figure 3B, only the s mulatory effect of RPS6KA4 was reproducible, whereas 

ectopic expression of MAP3K10, RPS6KB1, EPHA2, EPHA3 and EPHB2 had no effect on 

BMP‐6‐induced BRE‐Luc ac vity. CDK2 and CDK4 were the strongest inhibitors. These two 

CDKs were already known to phosporylate Smad2 and 3, which are homologous to 

Smad1, 5 and 8, resul ng in inhibi on of their transcip onal ac vity [17]. Since CDK8 is 

also a colorectal oncoprotein [18] and BMP signalling is o en inac vated in colorectal can‐

cer [3], we decided to further characterise the effects of CDK8.  We chose to analyze if 

knockdown of CDK8 had a s mula ng effect on BMP‐Smad signalling in C2C12 cells. 

Knockdown efficiency was determined by Western blot. Two constructs gave sufficient 

knockdown in C2C12 cells (Figure 3A). These constructs strongly enhanced BMP‐6‐induced 

BRE‐luc ac vity, thus indica ng that CDK8 is a nega ve regulator of BMP‐Smad signalling. 

Discussion 

In this study, we performed a protein kinase overexpression screen to iden fy novel play‐

ers in BMP‐Smad signalling. The reliability of the screen was reinforced by the iden fica‐

on of kinases already known to be involved in BMP‐Smad signalling. The receptors ALK1, 

ActRIIA and ActRIIB enhanced BMP reporter ac vity, whereas TAK‐1 inhibited BMP signal‐

ling. The first ones are receptors for BMPs [1,2] , whereas the la er has been reported to 

bind to the DNA binding domain of Smads to prevent transcrip onal transac va on [15]. 

However, TAK‐1 was shown to be essen al for ac va on of BMP‐Smad signalling during 

chondrogenesis [19,20]. The previous study showing nega ve effects of TAK‐1 in BMP‐ 
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Figure 2 Valida on of the func onal role of the  iden fied kinases from the cDNA screen on the 
BMP  signalling.  (A)  Poten al  BMP  pathway  modifiers  MAP3K10,  RPS6KA4,  EPHA2,  EPHB2, 
EPHA3 and RPS6KB1 were cloned into pcDNA DEST40 vector to generate V5 tagged kinases. The‐
se constructs were  transfected  into 293T cells and expression was verified using a V5  specific 
an body. (B) Kinase constructs were co‐transfected with the BRE‐Luc reporter into C2C12 cells. 
Cells were starved and mock treated or BMP‐6 (100 ng/ml) s mulated for 8 hours. Rela ve lucif‐
erase ac vity (RLU) is expressed as mean ± S.D. of triplicate cultures. Significance ** p < 0.01 

Smad signalling was performed in the murine mesenchymal stem cell line C3H10T½ dur‐

ing osteogenesis [15], whereas BMPs also induce osteoblas c differen a on in our C2C12 

cells [21]. Thus, it is likely that the effect of TAK‐1 is highly dependent on the cellular con‐

text.  

Interes ngly, the type I receptors for Ac vin and Nodal, ALK4 and ALK7, enhanced basal 

reporter ac vity. Such posi ve effect of the Ac vin signalling has been also described dur‐

ing chicken development where Ac vin signalling enhanced BMP signalling through mem‐

brane‐bound inhibitor (BAMBI) [22].  
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Figure 4 CDK8 as a poten al nega ve regulator of BMP signalling. (A) C2C12 cells were 

transfected with the indicated constructs. Knockdown was verified by Western blot. (B) 

C2C12 cells were transfected with the indicated constructs and the BRE‐Luc reporter 

construct, starved and s mulated with no ligand or BMP‐6 (100 ng/ml). Rela ve luciferase 

ac vity (RLU) is expressed as mean ± S.D. of triplicate. Significance * p < 0.05 *** p < 0.001 

A large number of kinases affected BMP signalling in the ini al kinome overexpression 

screen. These included MAP3K10, RPS6KA4, EPHA2, EPHB2, EPHA3, RPS6KB1 and 

CDK8. However, the effect of most kinases could not be reproduced. This might be due 

to differences in assay set‐up. Most notably, fold ac va on in the follow‐up experi‐

ments was much lower than in the original screen. Another possibility is that the tag 

might influence the kinase ac vity, despite being rather small. 

Valida on iden fied RPS6KA4 as a posi ve regulator of BMP signalling. RPS6KA4, also 

known as Mitogen and Stress‐ac vated Kinase 2 (MSK2) or Ribosomal S6 Kinase B (RSK‐

B), acts downstream of p38 and phosphorylates the transcrip on factor cAMP Respon‐

sive Element Protein (CREB) [23]. Phosphorylated CREB has been shown to form a tran‐

scrip onal complex with Smad1/5/8 and CREB binding protein (CBP) resul ng in en‐

hanced BMP‐Smad signalling [24]. Thus RPS6KA4 may poten ate BMP signalling by in‐

creasing the pool of phosphorylated CREB which can interact with Smad1 and CBP to 

ac vate transcrip on. 

A large number of kinases affected BMP signalling in the ini al kinome overexpression 

screen. These included MAP3K10, RPS6KA4, EPHA2, EPHB2, EPHA3, RPS6KB1 and 

CDK8. However, the effect of most kinases could not be reproduced. This might be due  
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to differences in assay set‐up. Most notably, fold ac va on in the follow‐up experiments 

was much lower than in the original screen. Another possibility is that the tag might influ‐

ence the kinase ac vity, despite being rather small. 

Valida on iden fied RPS6KA4 as a posi ve regulator of BMP signalling. RPS6KA4, also 

known as Mitogen and Stress‐ac vated Kinase 2 (MSK2) or Ribosomal S6 Kinase B (RSK‐

B), acts downstream of p38 and phosphorylates the transcrip on factor cAMP Respon‐

sive Element Protein (CREB) [23]. Phosphorylated CREB has been shown to form a tran‐

scrip onal complex with Smad1/5/8 and CREB binding protein (CBP) resul ng in en‐

hanced BMP‐Smad signalling [24]. Thus RPS6KA4 may poten ate BMP signalling by in‐

creasing the pool of phosphorylated CREB which can interact with Smad1 and CBP to ac‐

vate transcrip on. Thus, CDK8 may promote colorectal carcinogenesis also by repress‐

ing BMP signalling. During the course of our studies another group has shown that, CDK8 

was shown to phosporylate Smad1 in the linker region. This creates a docking site for the 

transcrip onal ac vator Yes Associated Protein (YAP) and the ubiqui n ligase Smurf1, 

resul ng in enhanced signalling or degrada on of Smad1 respec vely [25,26]. In our 

cells, the nega ve effect of this phosphoryla on by CDK8 probably predominate, since 

CDK8 has a nega ve effect on BMP signalling. 

Taken together, we have iden fied novel kinases regula ng BMP‐Smad signalling. If the‐

se kinases play a role in oncogenic BMP signalling is subject for further study. 

References 
1.   Miyazono,K., Kamiya,Y., and Morikawa,M. (2010) Bone morphogene c protein receptors 

and signal transduc on. J.Biochem., 147, 35‐51. 

  2.   ten Dijke,P., Korchynskyi,O., Valdimarsdo r,G., and Goumans,M.J. (2003) Controlling cell 
fate by bone morphogene c protein receptors. Mol.Cell Endocrinol., 211, 105‐113. 

  3.   Hardwick,J.C., Kodach,L.L., Offerhaus,G.J., and van den Brink,G.R. (2008) Bone morphoge‐
ne c protein signalling in colorectal cancer. Nat.Rev.Cancer, 8, 806‐812. 

  4.   Kodach,L.L., Wiercinska,E., de Miranda,N.F., Bleuming,S.A., Musler,A.R., Peppelen‐
bosch,M.P., Dekker,E., van den Brink,G.R., van Noesel,C.J., Morreau,H., Hommes,D.W., 
ten Dijke,P., Offerhaus,G.J., and Hardwick,J.C. (2008) The bone morphogene c protein 
pathway is inac vated in the majority of sporadic colorectal cancers. Gastroenterology, 



177 

5.   Kodach,L.L., Bleuming,S.A., Musler,A.R., Peppelenbosch,M.P., Hommes,D.W., van den 
Brink,G.R., van Noesel,C.J., Offerhaus,G.J., and Hardwick,J.C. (2008) The bone morpho‐
gene c protein pathway is ac ve in human colon adenomas and inac vated in colorec‐
tal cancer. Cancer, 112, 300‐306. 

  6.   Piccirillo,S.G., Reynolds,B.A., Zane ,N., Lamorte,G., Binda,E., Broggi,G., Brem,H., 
Olivi,A., Dimeco,F., and Vescovi,A.L. (2006) Bone morphogene c proteins inhibit the 
tumorigenic poten al of human brain tumour‐ini a ng cells. Nature, 444, 761‐765. 

  7.   Ye,L., Lewis‐Russell,J.M., Kyanaston,H.G., and Jiang,W.G. (2007) Bone morphogene c 
proteins and their receptor signalling in prostate cancer. Histol.Histopathol., 22, 1129‐
1147. 

  8.   Morrissey,C., Brown,L.G., Pi s,T.E., Vessella,R.L., and Corey,E. (2010) Bone morphoge‐
ne c protein 7 is expressed in prostate cancer metastases and its effects on prostate 
tumor cells depend on cell phenotype and the tumor microenvironment. Neoplasia., 12, 
192‐205. 

  9.   Montesano,R., Sarkozi,R., and Schramek,H. (2008) Bone morphogene c protein‐4 
strongly poten ates growth factor‐induced prolifera on of mammary epithelial cells. 
Biochem.Biophys.Res.Commun., 374, 164‐168. 

  10.   Kretzschmar,M., Doody,J., and Massagué,J. (1997) Opposing BMP and EGF signalling 

pathways converge on the TGF‐ family mediator Smad1. Nature, 389, 618‐622. 

  11.   Fuentealba,L.C., Eivers,E., Ikeda,A., Hurtado,C., Kuroda,H., Pera,E.M., and De Rob‐
er s,E.M. (2007) Integra ng pa erning signals: Wnt/GSK3 regulates the dura on of the 
BMP/Smad1 signal. Cell, 131, 980‐993. 

  12.   Varjosalo,M., Bjorklund,M., Cheng,F., Syvanen,H., Kivioja,T., Kilpinen,S., Sun,Z., Kallionie‐
mi,O., Stunnenberg,H.G., He,W.W., Ojala,P., and Taipale,J. (2008) Applica on of ac ve 
and kinase‐deficient kinome collec on for iden fica on of kinases regula ng hedgehog 
signalling. Cell, 133, 537‐548. 

  13.   Korchynskyi,O. and ten Dijke,P. (2002) Iden fica on and func onal characteriza on of 
dis nct cri cally important bone morphogene c protein‐specific response elements in 
the Id1 promoter. J.Biol.Chem., 277, 4883‐4891. 

  14.   Dennler,S., Itoh,S., Vivien,D., ten Dijke,P., Huet,S., and Gauthier,J.M. (1998) Direct bind‐

ing of Smad3 and Smad4 to cri cal TGF‐‐inducible elements in the promoter of human 
plasminogen ac vator inhibitor‐type 1 gene. EMBO J., 17, 3091‐3100. 

  15.   Hoffmann,A., Preobrazhenska,O., Wodarczyk,C., Medler,Y., Winkel,A., Shahab,S., Huyle‐

broeck,D., Gross,G., and Verschueren,K. (2005) Transforming growth factor‐‐ac vated 
kinase‐1 (TAK1), a MAP3K, interacts with Smad proteins and interferes with osteogene‐
sis in murine mesenchymal progenitors. J.Biol.Chem., 280, 27271‐27283. 

  16.   Malumbres,M. and Barbacid,M. (2009) Cell cycle, CDKs and cancer: a changing para‐
digm. Nat.Rev.Cancer, 9, 153‐166. 

 



178 

  17.   Matsuura,I., Denissova,N.G., Wang,G., He,D., Long,J., and Liu,F. (2004) Cyclin‐dependent 
kinases regulate the an prolifera ve func on of Smads. Nature, 430, 226‐231. 

18.   Firestein,R., Bass,A.J., Kim,S.Y., Dunn,I.F., Silver,S.J., Guney,I., Freed,E., Ligon,A.H., Vena,N., 
Ogino,S., Chheda,M.G., Tamayo,P., Finn,S., Shrestha,Y., Boehm,J.S., Jain,S., Bojarski,E., 
Mermel,C., Barre na,J., Chan,J.A., Baselga,J., Tabernero,J., Root,D.E., Fuchs,C.S., Loda,M., 
Shivdasani,R.A., Meyerson,M., and Hahn,W.C. (2008) CDK8 is a colorectal cancer onco‐

gene that regulates ‐catenin ac vity. Nature, 455, 547‐551. 

  19.   Gunnell,L.M., Jonason,J.H., Loiselle,A.E., Kohn,A., Schwarz,E.M., Hilton,M.J., and 
O'Keefe,R.J. (2010) TAK1 regulates car lage and joint development via the MAPK and BMP 
signalling pathways. J.Bone Miner.Res., 25, 1784‐1797. 

  20.   Shim,J.H., Greenbla ,M.B., Xie,M., Schneider,M.D., Zou,W., Zhai,B., Gygi,S., and Glim‐
cher,L.H. (2009) TAK1 is an essen al regulator of BMP signalling in car lage. EMBO J., 28, 
2028‐2041. 

  21.   Katagiri,T., Yamaguchi,A., Komaki,M., Abe,E., Takahashi,N., Ikeda,T., Rosen,V., Woz‐
ney,J.M., Fujisawa‐Sehara,A., and Suda,T. (1994) Bone morphogene c protein‐2 converts 
the differen a on pathway of C2C12 myoblasts into the osteoblast lineage. J.Cell Biol., 
127, 1755‐1766. 

  22.   Montero,J.A., Lorda‐Diez,C.I., Ganan,Y., Macias,D., and Hurle,J.M. (2008) Ac vin/TGF‐ 
and BMP crosstalk determines digit chondrogenesis. Dev.Biol., 321, 343‐356. 

  23.   Pierrat,B., Correia,J.S., Mary,J.L., Tomas‐Zuber,M., and Lesslauer,W. (1998) RSK‐B, a novel 
ribosomal S6 kinase family member, is a CREB kinase under dominant control of p38alpha 
mitogen‐ac vated protein kinase (p38alphaMAPK). J.Biol.Chem., 273, 29661‐29671. 

  24.   Ohta,Y., Nakagawa,K., Imai,Y., Katagiri,T., Koike,T., and Takaoka,K. (2008) Cyclic AMP en‐
hances Smad‐mediated BMP signalling through PKA‐CREB pathway. J.Bone Miner.Metab, 
26, 478‐484. 

  25.   Alarcón,C., Zaromy dou,A.I., Xi,Q., Gao,S., Yu,J., Fujisawa,S., Barlas,A., Miller,A.N., Manova
‐Todorova,K., Macias,M.J., Sapkota,G., Pan,D., and Massagué,J. (2009) Nuclear CDKs drive 

Smad transcrip onal ac va on and turnover in BMP and TGF‐ pathways. Cell, 139, 757‐
769. 

  26.   Gao,S., Alarcón,C., Sapkota,G., Rahman,S., Chen,P.Y., Goerner,N., Macias,M.J., Erdjument‐
Bromage,H., Tempst,P., and Massagué,J. (2009) Ubiqui n ligase Nedd4L targets ac vated 

Smad2/3 to limit TGF‐ signalling. Mol.Cell, 36, 457‐468. 


