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RESUMEN 1

Resumen

El betaglicano, también conocido como receptor tipo III de TGF-f, es un proteoglicano
membranal con cadenas de condroitin sulfato y heparano sulfato unidos a un polipéptido de
aproximadamente 120 kDa de peso molecular. El betaglicano contiene regiones homologas
a otras proteinas. La regién amino terminal del ectodominio, al igual que la region
transmembranal y la citopldsmica poseen similitud con la endoglina, un receptor tipo 1II de
TGF-B en células endoteliales. El resto del ectodominio tiene homologia con proteinas de
diversa funcion dentro de las que se encuentran la uromodulina, proteina que es abundante
en la orina, a los receptores esperméticos Zp2 y Zp3, y a la GP-2, una de las principales
proteinas de secrecion de granulos pancredticos. El betaglicano une las tres isoformas de
TGF-p v funciona como un potenciador del efecto de TGF-p facilitando su unidén al
receptor tipo II de TGF-B. La funcién potenciadora del betaglicano es mas evidente con
TGF-B2, ya que este posee una baja afinidad intrinseca por el receptor tipo I1 de TGF-. Se
han identificado dos regiones de union de TGF-B en el ectodominio del betaglicano, una en
el extremo amino terminal, region homéloga a endoglina (E) y otra en el extremo carboxilo,
region homoioga a uromodulina (U). Recientemente, se ha descrito que ¢l betaglicano une
inhibina A formando un complejo terciario compuesto por el receptor tipo II de activina,
inhibina A y betaglicano. Este complejo es el responsable de mediar el efecto antagénico de
la inhibina.

El objetivo de este trabajo es determinar las propiedades funcionales de las regiones de
unién de TGF-P en el ectodominio del betaglicano. Para esto, se utilizé un grupo de
mutantes del betaglicano generadas por delecién del ¢cDNA que representan en forma
individual las regiones E y U. Los datos mostraron que ambas regiones son capaces de unir
TGF-f con una afinidad relativa semejante al betaglicano silvestre. Sin embargo, solo la
region E es capaz de realizar la funcién presentadora de TGF-B al receptor tipo II. En
contraste, ambas regiones (E y U) son capaces de potenciar la fosforilacién de Smad2
dependiente de TGF-B2. Por otro lado, la capacidad de unir inhibina A reside
exclusivamente en el dominio U. Estos datos sitian al betaglicano como un importante
modulador del acceso de factores de crecimienio de la superfamilia del TGF-B a sus

receptores de sefialamiento.
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Abstract

Betaglycan also known as the TGF-B type 11l receptor, is a membrane-anchored proteoglycan with
chondroitin sulfate and heparan sulfate glycosaminoglycan chains attached to a core protein of 120
kDa. Betaglycan contains regions of similarity to other proteins. In the amino terminal region as
well in the transmembrane and cytoplasmic regions, betaglycan shows amino acid sequence
similarity to endoglin. Endoglin is a disulfide-linked homodimeric membrane glycoprotein from
endothelial cells that binds TGF-BI and TGF-B3, but not TGF-B2. The second half of the
betaglycan ectodomain resembles various proteins of diverse function. These proteins include the
kidney-derived urinay protein, uromodulin, the sperm receptors Zp2 and Zp3, and the major
pancreatic secretory granule membran protein GP-2. Betaglycan binds all three TGF-8 forms with
high affinity and facilitates TGF-[ binding to the type II receptor (TBRII), forming a betaglycan /
TGF-f / TBR1I complex in the process. Several studies have shown the existance of two ligand
binding regions in betaglycan, one on the endoglin related region (E domain), and the other one on
the uromodulin related region (U domain). The role of betaglycan as a facilitator of TGF-§3 binding
to the signalling receptors is most evident with TGF-B2, which has low intrinsic affinity for T3RII
and 1s less potent than TGF-B1. Betaglycan interacts with other type II receptor of other TGF-B
superfamily member. Recently, has been shown that betagiycan binds inhibin A and participates in
a ternary complex composed of the activin type II receptor and inhibin. This complex mediates the
inhibin antagonism of activin, by routing the activin type Il receptor into an inactive complex with

betaglycan.

The objetive of this work is to functionally characterized the betaglycan ligand binding regions.
Similar to the wild type receptor, both ligand-binding domains bind TGF-f2 with higher affinity
than TGF-B1. However, only the E-domain increases the TGF-B2 labeling of the TGF-B type H
receptor and associates with it and TGF-32 to form the “T'GF-[3 presentation complex™. Despite this
preference, both domains, as well as the wild type receptor, enhance the TGF-B2—dependent Smad?2
phosphaorylation, indicating that they function indistinguishably as TGF-j enhancing co-receptors.
On the other hand, the recently described ability of the wild type betaglycan to bind inhibin A, is a
property of the core protein that resides in the U-domain. The present results indicate that because
of its two independent ligand-binding domains, betaglycan can perform specialized functions as co-

receptor of distinct members of the TGF-3 superfamily
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Introduccion

1. La superfamilia del TGF-p

La superfamilia de TGF-p es un grupo de moléculas solubles de sefialamiento que regulan
procesos celulares durante el desarrollo embrionario y el crecimiento [1]. Su nombre que
deriva del primer miembro en ser clonado, el factor transformante de crecimiento beta 1
(“transforming growth factor beta 1”7, TGF-fI). El TGF-Bl, es capaz de mhibir la
proliferacion de diferentes lineas celulares, pero su capacidad transformante descrita
originalmente se debe a efectos secundarios sobre la produccion de matriz extracelular v la
sintesis de otros factores de crecimiento [2]. La superfamilia del TGF-p esta formada de
por lo menos 25 miembros que ejercen diversas actividades [3], especialmente durante el
desarrollo embrionario. Algunas de las moléculas de esta superfamilia pueden agruparse en
subfamilias debido a su alto grado de homologia de secuencia. Un ejemplo de esto es la
subfamilia de] Dpp formada por el factor decapentaplegico (Dpp) que juega un papel
importante durante diferentes etapas del desarrollo de Drosophiia y dos factores homologos
del gen dpp en mamiferos, la proteina morfogénica de hueso 2 y 4 (“hone morfogenic
protein”, BMP2, BMP4 ) que inducen la formacién de hueso y cartilago cuando son
implantados bajo piel o en misculo [4]. Estos factores poseen 90% de homologia entre
ellos y 75% con el Dpp (Figura 1). Las secuencias de BMP4 humana puede rescatar
defectos en el desarrollo de eje dorsoventral causado por mutaciones en el gen dpp en
Drosophila [5]. En forma inversa, Dpp induce la formacién de cartilago v hueso en

mamiferos [6].

2. TGF-p
La familia del TGF-B consta de 4 miembros o isoformas, TGF-B1, TGF-p2 y TGF-B3,
presentes en mamiferos y TGF-B5, presente en Xenopus. El TGF-B4 descrito en pollo es un

homélogo de TGF-B1 de mamiferos [7].

2.1 Actividades Biolégicas del TGF-B. Las actividades bioldgicas del TGF-B son variadas
siendo un factor de crecimiento y diferenciacion multi-funcional. Este factor es responsable

de la regulacion de diversos procesos biologicos que abarcan desde procesos tempranos en
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Figura 1. Miembros de la superfamilia del TGF-8 y su similitud de secuencia de aminoscidos. Los
diferentes miembros de la superfamilia fueron alineados a partir de la primera cisteina conservada en la region
del polipéptido maduro. El grado de identidad por cada par de factores se expresa en porcentaje. Las
secuencias comparadas son humanas, excepto: dpp y 60A (Drosophila), TGF-BS y Vgl (Xenopus), dorsalin
(pollo) y GDF3/Vgr2 (ratén). (Abreviaturas: OP/proteina osteogénica; GDF, growth differentiation factor,
GDNF, glial derived neuwrotrophic factor; Vgr, gene relacionado con Vg, MIS, Mullerian inhibiting
substance). Modificado de [3].
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el desarrollo embrionario hasta la regulacion hormonal de la reproduccion. Entre los efectos
de! TGF- durante el desarrollo embrionario estan los asociados con la especializacion
celular, el control de la proliferacion y modulacion de la produccidén de matriz extracelular.
Por lo que el TGF-P juega un papel primordial en la morfogénesis, reparacion de tejidos vy
patogénesis de ciertos padecimientos fibréticos. El TGF- es también un importante
regulador del sistema inmunolégico, donde modula la expresion de moiéculas de adhesion,
sirve como agente quimiotéctico de leucocitos hacia sitios de inflamacién v como inhibidor
de estos una vez que se encuentran activados [1, 8, 9]. Las tres isoformas de TGF-B
muestran actividad biclégica muy semejante in vifro, sin embargo, difieren en su patrones
de expresion in vivo [10].

La multiplicidad de las isoformas de TGF-p y el grado de conservacion individual sugiere
un importante papel para cada una de las moléculas, como lo demuestran los fenotipos no
traslapados de ratones “knockout” de cada una de las isoformas de TGF-B. El “knockout”
de TGF-B1 muestra un padecimiento inflamatorio semejante a una autoinmunidad. El
“knockout” de TGF-f2 muestra mortalidad perinatal y severos defectos en el desarrollo. El
“knockout” de TGF-B3 posee un paladar hendido y dcfectos cn el desarrolio de pulmones
[11-14].

2.2 Estructura del TGF-B. Todas las isoformas del TGF-B, asi como los otros miembros
de la superfamilia, se sintetizan como moléculas precursoras diméricas formadas por un
péptido sefial en el extremo amino, y un prodominio de tamafio variable. El prodominio del
TGF-{ esta poco conservado entre los miembros de la superfamilia, pero normalmente lo
esta entre moléculas de una misma subfamilia. E} pro-dominio es necesario para la sintesis
y secrecion de, al menos, dos miembros de la superfamilia, TGF-B y activina [15]. La
molécula precursora sufre un corte proteolitico en un sitio dibasico (RXXR) que libera un
segmento carboxilo terminal de 110 — 114 amino acidos que constituye el factor maduro
dimérico. Los residuos restantes de la porcién amino terminal definen el péptido asociado
de latencia (“latency associated peptide”’, LAP) [7] que permanece unido con ¢l fragmento
maduro en forma no covalente produciendo un complejo inactivo {16]. El péptido asociado

de latencia LAP se asocia cn matriz cxtracelular a una proteina fibrilar de 125 a 190 kDa, la
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LTBP (“latent TGF-§ binding protein”) formando un complejo inactivo de mayor tamafio,
conocido como complejo latente mayor (LLC, “large latent complex”) (Figura 2). Para la
activacién completa del TGF-B es necesario que el factor maduro se disocie del LAP. La
activacion del TGF-B es un proceso no descrito del todo, que involucra la participacion de
una proteina de matriz extracelular, la trombospondina-1. El mecanismo de activacion de
TGF-B involucra la unién del precursor latente a la trombospondina-1. El LAP se une por
medio de la secuencia LSKL localizada cerca del extremo amino, que interactua con la
secuencia K*?RFK*® de la trombospondina-1. La secuencia LSKL del LAP esta
conservada en todos las isoformas de TGF-B. La interaccion del LAP con la
trombospindina-1 a través de LSKL y KRFK es importante para la activacion ya que
péptidos con la secuencias LSKL pueden inhibir completamente la activacion de TGF-p.
La interacion del LAP con la trombospondina-1 previene la reformacién de complejos
LAP-TGF-§ inactivos. Se ha propuesto que la interaccién trombospondina-1-precursor
latente genera un rearreglo conformacional del LAP que permite la activacion del TGF-$3
[17-19].

La region que corresponde al factor maduro posee mayor similitud entre isoformas de TGF-
B; el TGF-B1 y TGF-B2 comparten 80 residuos idénticos (~72%), TGF-p1 y TGF-B3 86
residuos (~77%), y entre el TGF-B2 y TGF-B3 es de 89 residuos (~80%) (Figura 1). Un
aspecto de homologia importante es la conservacion de las 9 cisteinas presentes en las
formas maduras. La estructura cristalina del TGF-f2 {20] reveld que seis de estas cisteinas
forman una estructura central rigida conocida como nudo de cistinas (Figura 3). El nudo de
cistinas consiste de un anillo de 4 cisteinas unidas por dos puentes disulfuro, con un tercero
que cruza por el centro del anillo. El nudo mantiene unidas varias hojas 8 por Ia base, lo
que probablemente contribuye a la alta resistencia de muchos miembros de la superfamilia
& la exposicion a calor, desnaturalizantes v pH extremo. El residuo de cisteina restante
forma un enlace adicional que mantiene unidos a los monémeros como dimeros. Esta
cistetna estd ausente en dos miembros de Ia superfamilia GDF-3 y GDF-9 donde la forma
dimérica se mantiene por interacciones hidrofébicas entre los monémeros [21] .

El andlisis de la estructura cristalina de otras moléculas como el factor de crecimiento

neuronal (“weural growth factor”, NGF) o el factor de crecimiento derivado de plaqueta



INTRODUCCION 7

A)

Secuencia
Lider Prodomino
————————
- RXXR
Factor
Maduro

B)

LLC
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Figura 2. Estructura de los miembros de la superfamilia del TGF-B. (A} Las proteinas relacionadas a
TGF-B son sintetizadas como grandes proteinas precursores. El precursor posee una secuencia lider que lo
dirige hacia la via de secrecidn y un prodominio, que es necesario para el plegamiento, dimerizacion y
regulacion de la actividad del factor. La molécula de sefialamiento (factor maduro} es un dimero formado por
el extremo carboxile terminal, que posee sicte residuos de cisteinas practicamente invariables en varios
miembros de la superfamilia.del TGF-B Se muestra la secuencia RXXR que es el sitio de corte para liberar al
factor maduro del prodeminio. La region amino restante constituye el LAP (“latency associated peptide ).
(B) El TGF-B se encuentra asociado a un complejo grande de latencia (LLC. “Jarge latency complex™)
compuesto por la proteina LTBP (“latent TGF-f3 binding protein™) y por el LAP. El LAP y ¢l LTBP se
mantienen asociados entre si y a la matriz extracelular (MEC) por medio de puentes disulfuro (I ). EILAP Yy
el factor madura (TGF-[3) tienen una estructura dimérica y se asocian de manera no covalente. La LTBP es
una proteina fibrilar con dominios repetides tipo EGF (m) y otros que contienen ocho cisteinas (#). Los
extremos amino (N} y carboxile (C) de LTBP y TGF-J estan indicados. Modificado de [3] y [17].
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Figura 3. Esquema de Ia estructura del factor maduro de TGF-B2. Seis de los siete residuos de cisteina
caracteristicos forman tres puentes disulfuro intracadena. La séptima cisteina forma un puente disulfuro que
mantiene unido el dimero (3,11). Modificado de [3].
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(“neural growth factor”, NGF) o el factor de crecimiento derivado de plagueta (“plafelet
derived growth factor”, PDGF-BB), mostré un arreglo estructural similar al TGF-j,
incluyendo el nudo de cistinas {22, 23]. La similitud en estructura de estos factores de

crecimiento sugiere que posiblemente provengan de un antecesor comun.

3. Receptores para el TGF-f3

La mayoria de las células expresan en su membrana receptores para el TGF-P. Estos
pueden dividirse en aquellos que estan reiacionados con sefialamiento; receptores tipo I y
tipo II [24, 25]; vy aquellos que actuan como reguladores del acceso del TGF-p a los

receptores de transduccion de sefial como el betaglicano y la endoglina [26, 27).

3. 3.1 Receptores tipo I 'y tipo Il para TGF-B. El receptor tipo I (TBR-I) es una proteina
transmembranal de 53 kDa con actividad de cinasa de serina/treonina, que requicre la
presencia del receptor tipo 11 para unir TGF-B [24, 28). Una caracteristica tunica de los
receptores tipo 1 es una regidn conservada de 29 amino 4cidos localizada justo en el
extremo amino terminal del dominio de la cinasa (Figura 4). Esta region es llamada
dominio GS ya que contiene una secuencia caracteristica de SGSGSG [29]. El dominio GS
es el blanco de la cinasa del receptor tipo II. La fosforilacion en el dominio GS resuita en la
activacidn de la cinasa del receptor tipo I [30]. Inmediatamente después de la secuencia
SGSGSQG, todos los receptores tipo I poseen una secuencia consenso de Leu-Pro que sirve
de sitio de unién para el factor FKBP12, Este factor actia como un regulador negativo de la
sefializacion del receptor [31]. Los penultimos amino 4cidos en el dominio GS son siempre
residuos de treonina o glutamina. La mutacion a aspartico o glitAmico origina una elevada
actividad de cinasa in vitro, y un sefialamiento consititutivo en la célula [32]. Por lo tanto,

el dominio GS es una regién clave que controla la actividad catalitica del receptor tipo 1.

El receptor tipo Il (TBR-II) es una proteina transmembranal de 70-85 kDa con actividad de
cinasa de serina/treonina, que une TGF-B [33], pero requiere del receptor tipo I para el
sefialamiento [24]. La actividad de cinasa del receptor tipo I es constitutivamente activa y
requiere la fosforilacion en el residuo de Ser213 (localizada fuera del dominio de cinasa)

para mediar su efecto autocatalitico.
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Figura 4. Familias de receptores Tipo I y II de TGF-B. En los receptores tipo 1 el dominio de la cinasa es
precedido por el dominio GS (GS), se muestra la secuencia consenso caracteristica de TBR-I indicando los
sitios de fosforilacion. Los receptores enlistados son de vertebrados excepto los indicados: D, Drosophila; C,
Caenorhabditis elegans; X, Xenopus. Los dendogramas muestran el grado relativo de similitud de secuencia
de amino 4cidos en el dominia de la cinasa de los receptores. Modificado de [25].
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La autofosforilacion dependiente de la dimerizacién del receptor tipo II regula
diferencialmente su actividad. La fosforilacion en el residuo de Serd(9 estimula la
capacidad del receptor tipo II de fosforilar al receptor tipo I. En cambio, la fosforilacion en
el residuo de Ser416 impide su autofosforilacion, asi como también la fosforilacion del
receptor tipo I ya que inhibe la actividad de cinasa del receptor tipo I [34]. La participacién
de estos sitios de fosforilacion en la regulacion de la acitividad del receptor no ha sido

elucidada ahn.

3.2 Sefialamiento de TGF-B por receptores tipo 1 y tipo II. Los receptores tipo I y 11
poseen afinidad intrinseca entre ellos, pero la asociacién en condiciones fisioldgicas sdlo se
lleva a cabo en presencia del ligando. Ambos receptores pueden distinguir entre diferentes
isoformas de TGF-8, uniendo mejor TGF-81 y TGFB3 que TGF-B2. El sefialamiento de
TGF-B inicia por la formacion de un heterotetramero de receptor I vy II estabilizado por la
molécula de TGF-B que actia como un adaptador [35]. Gracias a la proximidad de los
receptores en el heterotetramero, la cinasa constitutiva del receptor tipo 1I fosforila la
region rica en residuos de serina en el dominio GS de la porcion citoplasmitica del receptor
tipo T (Figura 5). Esto resulta en la activacion de Ia cinasa del receptor tipo I, la cual actia
sobre las proteinas Smad, que sirven como segundos mensajeros en la via de sefialamiento

del TGF-B [36, 37].

3.2.1 Proteinas Smad. Las proteinas Smad fueron identificadas primeramente en estudios
genéticos en Drosophila y Caenorhabditis elegans. El miembro fundador “Mothers against
dpp” (Mad) [38, 39] se aisl6 en bisquedas genéticas de potenciadores de un débil fenotipo
materno de un alelo de dpp. Subsecuentemente, tres homologos de Mad, Sma-2, Sma-3 y
Sma-4 se aislaron en C. elegans buscando genes cuyas mutaciones causaran el mismo
fenotipo de cuerpo pequefio observado en la mutante Daf# (un receptor tipo II con cinasa
de serina/treonina) [40]. En mamiferos, se han identificado ocho proteinas diferentes
relacionadas a Sma 0 a Mad denominadas Smads [41] (Figura 6). Las proteinas Smads

funcionan como transductores de sefial para los miembros de la superfamilia del TGF-B ¢n
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Smad2

Dominio citoplasmico del
receptor Tipo | de TGF-B

Figura 5. Esquema de la estructura de la regién citoplasmica del receptor tipo I de TGF-p (TBR-I) y del
dominio MH2 de la Smad2. En el estado basal, el TBR-1 se mantiene inactivo ya que la regién GS presiona
contra el dominio de cinasa dislocando el centro catalitico. La fosforilacidn en la regién GS por el TBR-IT
activa la cinasa del TPR-I, permitiendo que este fosforile la proteina Smad en fa secuencia SSXS del extremo
carboxilo terminal. La especificidad del reconocimiento entre el receptor de TGF-B y la R-Smad esta
determinado por la secuencia del asa L45 dominio de cinasa del receptor y la secuencia del asa 1.3 en el
dominio MH2 de la Smad. El asa L3 es una secuencia corta conservada que difiere en tan solo dos amino
dcidos entre ¢l subgrupo de Smadl,5,8 y el subgrupo de Smad2,3, diferencia suficiente para la discriminacion
por el TBR-I (35, 36). Modificado de [533].
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Figura 6. La familia de proteinas Smad. Dendrograma de similitud de secuencias entre las tres subfamilias
de proteinas Smad. Las R-Smads y las Co-Smads poseen dominios conservados amino terminal (MHI1) y
carboxilo terminal (MH2), separados por una regién divergente Jlamada regién de unién. En las anti-Smads,
s6lo el dominio MH2 esta conservado pero carecen de secuencia consenso de fosforilacion. El cuadro verde
representa el sitio de fosforilacion de las R-Smads en ¢! dominio MH2, el triangulo indica el sitio de insercion
de un procesamiento alternative del mRNA de la Smad2. Los asteriscos (*) indican los miembros
representativos en Drosophila. Moditicado de [41].
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organismos que abarcan desde nematodos hasta humanos [25, 42, 43].

Las proteinas Smad que interactuan directamente con ¢l receptor tipo I se conocen
genéricamente como Smads fosforiladas por receptor (R-Smads). En vertebrados, el
receptor tipo I de BMP, el receptor de factor de crecimiento y diferenciacion (“growth and
differentiation factors”, GDFs), y el receptor de “anti-Miillerian hormone/Miillerian
inhibitin substance” (AMH/MIS) sefializan a través de Smadl, Smad5 o Smad8 que estan
relacionadas. Por otro lado, los receptores tipo I para TGF-B, activina y nodal (dos factores
de crecimiento miembros de la superfamilia del TGF-f), lo hacen a través de Smad2 y
Smad3.

Las R-Samds consisten de dos dominios conservados que forman estructuras globulares
separadas por una region de union (“linker regiorn™). El dominio amino terminal MH1
(“Mad Homology 17) posee la funcién de unién a DNA, mientras que en el dominio
carboxilo terminal MH2 se encuentra la regién de translocacion a nucleo. Ademas el
dominio MH2 interviene en la regulacion de la transcipeion de genes. La fosforilaciéon por
receptor tipo I de la secuencia SSxS en el dominio MH2 libera la interaccion inhibitoria
entre estos dominios permitiendo la activacién de la Smad (Figura 5).

La interaccion entre €] receptor tipo 1 y R-Smad se lleva a cabo por un médulo formado por
el asa L45 del receptor tipo 1 y el asa L3 del dominio MH2 de Smad. El asa 1.45 es idéntico
en secuencia entre los subgrupos de TGF-$ y BMP, difiriendo sélo por tres amino acidos.
Del mismo modo. el asa 1.3 difiere sélo por 2 amino acidos entre Smadl y Smad2. Estas
diferencias son suficientes para aumentar la discriminacién en interacciones receptor I—
Smad [44-47] (ver Figura 4). La fosforilacion de R-Smad por receptor tipo I en residuos de
serina en ¢l extremo carboxilo terminal incrementa su afinidad por un miembro particular
de la familia de Smads, la Co-Smad. Las Co-Smads descritas en vertebrados son Smad4 (en
humanos conocida como DPCY, “deleted in pancreatic carcinoma locus 47 [48, 49] ) y
Smad4f (Smad4f, conocida también como Smad10, descrita solo en Xenopus [50] ), v el
homélogo en Drosophila, que es Medea [51, 52].

Smad4  funciona asociada a la forma fosforilada de R-Smad. La Smad4 se requiere para
ensamblar el compiejo transcripcional activo que migra a nicleo. Ya en niicleo, R-Smad-
Smad4 recluta coactivadores transcripcionales como p300 y CBP (“CREB-binding

protein” donde (REB significa “cvelic AMP-regulated enhancer-binding protein”™).
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En el estado basal las proteinas Smad son retenidas en el citoplasma, en el caso de Smad2,
la retencién es mediada por SARA (“Smad anchor for receptor activation”, SARA).
Ademas de imitar el movimiento de Smads, el contacto con SARA bloquea la region de
translocacion a nicleo de Smad2 [50]. La fosforilacién por el receptor tipo I no solo
incrementa la afinidad de Smad? por Smad4, sino que también disminuye su afinidad por
SARA, liberando SmadZ y exponiendo la regién de transiocacion a ntcleo, lo que origina

una rapida acumulacién de Smad? en el nucleo [53].(Figura 7).

Existe un tipo de Smads que son inhibidores de la transduccion de sefial de TGF-B, Smad6
y Smad7 en mamiferos, y Dad en Drosophila. Smad7 murina inhibe la fosforilacion
dependiente de receptor tipo I de Smad2 y Smad3 [54-56], la fosforilaciéon dependiente de
BMPR-IA y BMPR-IB de Smadl y Smad5 y la fosforilacién de Smadl por el receptor tipo
I de activina (ActR-I} {56]. Por lo tanto, Smad7 es un inhibidor comun de R-Smads. Smad6
ha sido implicada en la inhibicién del sefialamiento de TGF-B, sin embargo, parece que su
papel inhibitorio es mas relevante en la via de BMP [57]. El mecanismo de accion de las
anti-Smads esta bien conservado en la superfamilia del TGF-§; se ha demostrado que Dad,
un inhibidor de Smad inducible por Dpp, interacciona con Tkv (un receptor tipo I en
Drosophila para Dpp) lo que previene la unién vy fosforilacién de Mad por Tkv.
Estructuralmente, el dominio amino terminal (MHI) de las anti-Smads es sumamente
diverso y posee poca homologia con otras Smads. El dominio carboxilo terminal (MH2) es
homologo a RSmads y Co-Smads, sin embargo, las anti-Smads carecen de la secuencia
consenso de fosforilacion SSXS. Esto les permite asociarse en forma estable al receptor
tipo I, mterfiriendo con la unidn al receptor y activacién de R-Smads. La fosforilacion del
receptor tipo 1 por el receptor tipo I es necesaria para la asociacion de la anti-Smad [55] lo
que es suficiente para que el dominio MH2 de la anti-Smad exhiba su efecto inhibidor [56].
Smad6 puede inhibir por un mecanismo alternativo que involucra la asociacidn de Smadé
con Smad] fosforilada, compitiendo con Smad4 por la heteromerizacién [57]. La expresion
de anti-Smads se induce rapidamente por la estimulacion con miembros de la superfamilia
del TGF- por lo que constituye un mecanismo autoinhibidor en el sefialamiento de TGF-$

58. 59.
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Figura 7. Via de transduccién de sefial del TGF-B. Las R-Smads requieren ser fosforiladas por efecto del
TGF-P para formar complejos tanscripcionales con Co-Smads. 1l.as R-Smads pueden entran o salir del micleo
por si mismas, sin embargo, para ser aceesibles a los receptores de seflalamiento son conducidas a Ja
membrana por proteinas como SARA (SMAD anchor for receptor activation). La activacion de los receptores
ocurre cuando ei TGF-§ induce la asociacidn de los receptores tipo I y II. Después que el TRR-IT ha
transfosforilado en la regién GS al TBR-I, éste puede catalizar la fosforilacion de R-Smads. La fosforilacion
disminuye la afinidad por SARA y aumenta la afinidad por Co-Smads. El complejo resultante es libre de
vigjar a ndcleo y capaz de asociarse con coaciivadores transcripcionales o corepresores. Las Smads pueden
unirse a DNA, pero la unién efectiva a secuencias reguladoras de un gene se logra por cofactores especificos
de unién a DNA. Las R-Smads pueden regresar a citoplasma, pero su degradacion intranuclear provee una
forma de regular respuestas a TGF-B. Las anti-Smad actGan a diferente nivel. Smad7 actia como un sefiuelo
de R-Smad que compite por la cinasa activada de TPRI. Smad6 actia como un sefivelo de Co-Smad,
compitiendo por R-Smads activadas via BMP. Modificado de {53].
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4. Receptores tipo III para TGF-8

La busqueda por marcado por afinidad y entrecruzamiento de moléculas en la superficie
celular con capacidad de unir TGF-B, revelo la existencia de proteinas que fueron
clasificadas de acuerdo a su peso molecular como Tipo I, Tipe II {(mencionados arriba) y
Tipo III [60]. Los receptores tipo HI detectados resultaron ser dos proteinas relacionadas,
endoglina o betaglicano [26, 27]. Los receptores tipo III son correceptores, ya que no se
encuentran relacionados directamente con la transduccion de sefial y son mas abundantes

que los correspondientes receptores de sefialamiento.

4.1 Endoglina

La endoglina (CD103), es una glicoproteina homodimérica de superficie de 180 kDa que
se expresa abundantemente en células endoteliales y en menor grado en monocitos,
precursores eritroides, células estromales y otros tipos celulares [26, 61, 62]. Se han
descrito dos isoformas de endoglina generadas por procesamiento alterno de RNA: la L-
endoglina y la S-endoglina. La L-endoglina es una molécula de 658 residuos que posee 47
amino acidos en la region citoplasmdtica v es la mds abundante. La S-endoglina es una
molécula de 626 residuos que posee sélo 14 amino acidos en la regidn citoplasmatica, de
los cuales 7 residuos proximos a la regidn transmembranal son comunes en ambas
isoformas (Figura 8). Ambas formas de endoglina son dimeros estabilizados por un puente
disulfuro intercadena {63]. El gen que codifica para la endoglina, ha sido identificado como
el blanco del desorden wvascular conocido como telangiectasia hemorragica tipo 1
(“hereditary hemorrhagic telagieciasia rype 1", HHT1 [64, 65]). HHTI es una displdsia
vascular autosomica dominante asociada con epistaxis frecuente, sangrado gastrointestinal,
telangiectasias y malformaciones arteriovenosas en cerebro, pulmon e higado [66]. Las
mutaciones en el gen de endoglina y ALK (un receptor tipo I que une TGF-B [67])
originan desordenes hemorragicos semejantes en humanos [68, 69]. Esto hace suponer que
endoglina y ALKI1 pueden estar compartiendo la misma via de sefialamiento, donde
endoglina facilita la unidén de ligando a ALKI. Existe la posibilidad de que dado la baja
capacidad de union de TGF-p de ambos receptores, ¢l ligando comiin de endoglina y ALK

puede no haber sido identificado ain [25].
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Figura 8. Estructura de betaglicano y endoglina. Esquema de las regiones de mayor similitud entre la
secuencia de] betaglicano (853 aa} v la endoglina (633aa). La region de mayor similitud corresponde a la
region transmembrana y citoplasmica (cuadros negros). Existen dos regiones de menor similitud situadas en el
ectodominio de las proteinas (cuadros claros). Los nimeros indican €l porcentaje de similitud de secuencia de
amino acidos entre las regiones del betaglicano y la endoglina. Los ovalos cerrados indican la posicion de los
residuos de cisteinas. Se indican también los sitios de anclaje de las cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs)
en el betaglicano. Modificado de [70].
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Estudios de marcado por afinidad y entrecruzamiento mostraron que la endoglina une TGF-
Bl vy TGF-B3 con alta afinidad (Kp = 50 pM), pero no une TGF-B2 [70]. Estos estudios
definieron a la endoglina como un componente del sistema de receptores de TGF-B. Sin
embargo, estudios recientes mostraron que la endoglina no sélo interactua con el TGF-p1 y
TGF-B3, también lo hace con activina-A y BMP-7, pero requiere de la coexpresion del
receptor tipo II correspondiente para interactuar con el ligando (ActRIl y ActRIIB).
Ademas, la endoglina une BMP2 en presencia del receptor tipo I ALK3 o AKL6. Esto
indica que la endoglina, a diferencia del betaglicano, no puede unir ligando por si misma,
no favorece la unién a los receptores de sefialamiento, y mimetiza la especificidad del
receptor con el que interacciona. Esto explica la afinidad de la endoglina para las isoformas
de TGF-B, la cual depende de la especificidad del receptor tipo Il de TGF-B. La endoglina
forma complejos con los receptores TRRIIL, ActRII y ActRIIB; aun en ausencia de ligando,
sin importar el de receptor tipo I que se coexpresa. La endoglina no interfiere con la
formacion del complejo de sefialamiento, y puede coinmunoprecipitarse con estos
complejos {71]. Por lo tanto, la endoglina es un coreceptor que interacciona con multiples
complejos heteromeéricos de receptores que contienen TGF-fs, activinas y BMPs. Sin

embargo, ¢l significado fisiologico de esto se desconoce.

4.2 Betaglicano

El betaglicano es un proteoglicano membranal de 250-350 kDa muy distribuido en varios
tipos celulares tanto de mamiferos como de aves. Es abundante en tejido fetal, sugiriendo
un papel en el desarrollo embrionario [72]. El betaglicano es un dimero, que a diferencia de
la endoglina, no esta estabilizado por un puente disulfuro. Sus cadenas de
glicosaminoglicanos consisten generalmente de condroitin sulfato y heparan sulfato unidos
a un polipéptido de aproximadamente 120 kDa. Las cadenas de glicosaminoglicanos no son
necesarias para la expresion del betaglicano en la superficie celular, ni para la union de
TGF-B [27]. La regién transmembranal es seguida de la cola citoplasmatica de 43
aminoacidos, rica en serinas y treoninas, cuya secuencia no presenta homologia con algiin
motivo estructural prototipico de proteinas de sefialamiento. El betaglicano contiene
regiones de alta homologia con proteinas de funcion diversa. La regién amino terminal del

ectodominio. al igual que la region transmembranal y la citopldsmica poseen un 28% v
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71% de similitud respectivamente con la endoglina. El resto de la porcién extracelular tiene
homologia con proteinas de diversa funcién dentro de las que se encuentran la
uromodulina, los receptores Zp2 y Zp3, y la GP-2. La uromodulina es una proteina
abundante en la orina. Las moléculas Zp2 y Zp3 son receptores espermaticos. La GP-2 es
una de las principales protefnas de secrecidn de granulos pancreaticos. La regién carboxilo
terminal del ectodominio contiene dos residuos de serina (Ser535 y Ser546) donde se unen

las cadena de glicosaminoglicanos a la proteina medular {73] (Figura 9).

Region E Region U
{relacionada a Endoglina) {relacionada a Uromodulina)

r | " |
B - T i 7 TR

- == [ NN B

Figura 9. Caracteristicas estructurales del betaglicano. La proteina medular del betaglicano de rata es
un polipéptido de 853 amino acidos. Se muestra: fa posicion del péptido lider (caja negra), la region con
similitud a endoglina (cajas grises) y uromoldulina (caja cruzada) del ectodominio, los sitios de anclaje de
las cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs) (circulos abiertos) v la posicion de las cisteinas (circulos
negros).
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El betaglicano une las tres isoformas de TGF-$ [60, 74] y facilita la unién de TGF-§ al
receptor tipo 11 [75, 76], formando un complejo betaglicano / TGF-B / TBR-II en el proceso
[76, 77]. El papel del betaglicano como facilitador de la unién de TGF-( 2 los receptores de
sefialamiento es mas evidente con TGF-B2. Al igual que TGF-f1 y TGF-B3, el TGF-B2
sefializa a través de los receptores TPR-1 y TBR-II. Sin embargo, el TGF-B2 tiene una baja
afinidad intrinseca por el TPR-II [78} v es menos potente que TGF-Bl en células
progenitoras hematopoyéticas {79}, mioblastos [76] y células endoteliales [78] que carecen
de betaglicano. La transfeccion del betaglicano aumenta la unién y actividad de TGF-B2 en
estas células [76, 80]. Esta propiedad del betaglicano silvestre de membrana de incrementar
la union de "’I-TGF-B2 al receptor tipo II de TGF-B se conoce como funcién de
presentacion de ligando, v esta relacionada con el aumento de potencia del TGF-B2 en
presencia del betaglicano {76].

La capacidad del betaglicano de equipotenciar las tres isoformas de TGF-B plantea la
posibilidad de que la molécula no solo sirva como un concentrador de ligando en la
superficie celular, sino que también pueda estabilizar al TGF-B en una conformacion
optima para unirse a los receptores de sefialamiento [25].

El betaglicano puede tener un papel opuesto, funcionando como un inhibidor del acceso del
TGF-$ a los receptores de seﬁélamiento. Existe una forma soluble del betaglicano que se
genera por accion de una proteasa enddgena. Este proceso ocurre im vivo por lo que se
encuentra betaglicano soluble en suero [81], sin embargo, se desconoce los mecanismos
que participan en su generacion y regulacion. Cuando el betaglicano se expresa en forma
soluble, como una proteina recombinante, secuestra al TGF-B y actia como un potente

antagorusta del factor ir vitro [82] (Figura 10).

El betaglicano carece de una secuencia consenso de seflalamiento en su porcion
citoplasmica. Existe evidencia de que el betaglicano se requiere para la transicidon epitelio-
mesenquimal dependiente de TGF-B2 durante la formacion de las valvulas del corazén
[83]. Esta evidencia apunta a una participacion mas directa y no descrita del betaglicano en
el sefialamiento de TGF-B. Por otro lado, recientemente se ha descrito la capacidad del

betaplicano de unir inhibina A (un factor de crecimicnto niicmbro de la superfamilia del
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TGF-B, con efectos antagdnicos a la activina), y participar en un complejo terciario
compuesto del receptor I de activina, inhibina A y betaglicano {84]. Este complejo es el
responsable de mediar el antagonismo de Ia activina por inhibina, secuestrando al receptor
tipo II de activina dentro de un complejo inactivo junto con el betaglicano(Figura 11).

Estos hallazgos hacen del betaglicano un versatil correceptor para al menos dos miembros

de la superfamilia del TGF-p.
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Figara 10. Efecto del betaglicano sobre la actividad del TGF-B. En su forma membranal, ¢l betaglicano
potencia el efecto del factor ya que el rcceptor tipo Il une preferentemente TGF-B presentado por el
betaglicano. Esto favorece la formacion del “complejo de sefialamiento™ formado por cl receptor tipo I, cl
receptor tipo 11 y TGF-f. Este complejo fosforila la proteina Smad2, activando 1a via de sefialamiento de
TGF-B. £l betaglicano soluble se genera por un corte de una proteasa enddgena. En su forma soluble, el
ectedominio del betaglicano secuestra al TGF-f§ ¢ inhibe su actividad.
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Figura 11. El betaglicano actia como corepresor con inhibina y el receptor tipo Il de activina (ActR-II).
En ausencia del betaglicano, la activina se une al ActR-l y forma el complejo de sefialamiento con ALKA4.
Sin embargo, en presencia de betaglicano la unidn de inhibina al ActR-11 se incrementa y se impide el acceso
de activina. El resultado es la formacion de un complejo betaglicano / inhibina / ActR-Il, que impide el
reclutamiento y activacion de ALK4. Modificado de (84).
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Planteamiento del problema

La capacidad del betaglicano de unir al TGF-p es una propiedad de su ectodominio. El sitio
de unién de TGF-B se ha mapeado empleando mas de 30 mutantes por delecion del
ectodominio del betaglicano {73, 85-89] (Figura 12). Estos estudios muestran dos sitios de
union para el TGF-B, uno en la region amino terminal homologa a endoglina (region E)
[73], ¥ otro en la regidén carboxilo homéloga a uromodulina (region U) [85]. Aunque la
evidencia experimental es clara en cuanto a la existencia de dos regiones que pueden unir
TGF-P, poco se ha hecho para caracterizar las propiedades funcionales de estos sitios. De
igual forma, la participacion de las regiones amino y carboxilo del ectodomino en la unidon
de inhibina A no ha sido estudiada.

Estos estudios contribuiran a un mejor entendimiento del papel fisioldgico del betaglicano
como modulador de las acciones de dos factores de crecimiento, el TGF-$ y la inhibina A.
Por otre lado, la caracterizacion de las regiones E y U del ectodominio, permitira

comprender mejor la capacidad del betaglicano de unir las tres isoformas de TGF-(.
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Figura 12. Mutantes del betaglicano. Esquema de las diferentes mutantes del betaglicano generadas por
delecion para mapear el sitio de unidn del TGF-B. Los numeros mdican los segmentos de amino dcidos
removidos de la secuencia. Se muestra: su capacidad de unir TGF-B, las regiones con similitud a endoglina
(caja gris), con similitud a uromodulina (caja cruzada) y sin similitud a alguna proteina conocida (caja
blanca), la barra nepra indica la posicién de la region transmembranal, los circulos abiertos indican la
posicidn de las serinas 535 y 546 donde se anclan las cadenas de glicosaminoglicanos. La primera serie de
mutantes, Lopez-Casillas, et al., poseen |a secuencia del epitope c-myc indicado por un asterisco (*}. La linea
punteada indica una division arbitraria de ias regiones de unidén de TGF-[B sobre el ectodominio. Modificado

de [73] v [85].
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El betaglicano es un proteoglicano membranal que une las tres isoformas de TGF-B e
inhibina A por medio de su ectodominio donde se han descrito dos regiones con capacidad
de unién para el TGF-B, llamadas region E y U por su similitud con endoglina y

uromodulina respectivamente.

Hipotesis
Si las regiones E y U del ectodominio del betaglicano poseen una especializacion para unir
las isoformas del TGF-B o la inhibina A, entonces la expresién aislada de las regiones E y
U debe de ser capaz de mediar las funciones del betaglicano silvestre, mostrando las

propiedades particulares de cada region.

Objetivo

El presente trabajo estd enfocado a analizar la funcionalidad de las regiones de union de
ligando del ectodominio del betaglicano. Para esto se emplearan mutantes del betaglicano
generadas por eliminacion de porciones discretas del ectodominio y al betaglicano silvestre.
Estas mutantes seran expresadas por transfeccion estable o transitoria en diferentes células.
Los mioblastos L6ES, que no expresan en su superficie betaglicano seran transfectadas en
forma estable. Las células COS-1, que expresan bajos niveles de betaglicano seran
transfectadas en forma transitoria. Los criterios experimentales para evaluar la funcion de
estas construcciones seran: la capacidad de las mutantes de unir diferentes isoformas de
TGF-B; la afinidad relativa de union de ligando al receptor; su capacidad de llevar a cabo la
funcién de presentacion de TGF-B2 al TPR-II, su capacidad de activar la via de
transduccion de sefial del TGF-f por la fosforilacion de Smad2 y en el caso de inhibina A,

determinar la participacion del ectodominio del betaglicano en la formacion de un sitio de

alta afinidad junto con el receptor Il de activina.
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Material y Métodos

Reactivos. El TGF-B1 y la Inhibina A se obtuvieron de R&D Systems (Minneapolis, MN);
el TGF-B2se obtuvo de CIBA-Geigy (Basel, Switzerland). Las endonucleasas de
restriccién v otras enzimas fueron de Roche (Basel, Switzerland). Los amortiguadores,
sales e inhibidores de proteases y fosfatasas fueron adquiridos y preparados a partir de
reactivos de SIGMA-Aldrich Co. (México). Los vectores de expresidn para el receptor tipo
IT de TGF-p humano (marcado con el epitope de HA1) y para el receptor tipo II de activina
humano (marcado con una cola de hexa-histidina en el extremo carboxilo terminal) han
sido descritos previamente [76, 90]. Todos los reactivos para cultivos celulares fueron
adquiridos de GIBCO/BRL. El material de plastico empleado para cultivos cultivos
celulares se obtuvo de CORNING COSTAR Corp, Cambridge, MA.

Cultivos Celulares. Las células COS-1 (CRL-1650, ATCC, Manassas, VA) y los
mioblastos de rata L6E9 fueron cultivados en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con 10 % o 20 % de suero fetal bovino, respectivamente. Las
células de insecto Sf9 (células ovéricas de Spodoptera frugiperda, Invitrogen, Carlsbad,
CA) fueron cultivadas en medio Grace (GIBCO/BRL) suplementado con 10 % suero fetal
de ternera, “yeastolate” (GIBCO/BRL) e hidrolizado de lactoalbumina. Las células H5
“High five”, (células ovaricas de Tricoplusia ni, Invitrogen, Carlsbad, CA) fueron
cultivadas en medio “Express Five” (GIBCO/BRL) sin suero suplementiado con 4 mM de

glutamina en matraces “spinners’” (Belco Glass, Inc., Vineland NJ} a 27 °C a 100 rpm .

Transfecciones. Para la expresion transitoria en células COS-1, el cDNA que codifica para
las diversas construcciones mutantes del betaglicano fueron subclonadas en el vector
pCMVS5 [91]. La transfeccion para expresion transitoria en células COS-1, se hizo por el
método de diethilaminoetil-dextran [92]. Las células COS-1 se sembraron a una densidad
de 600.000 cels por plato de 78.5 c¢m® de area un dia antes de la transfeccion. Al dia
siguiente, se removid el medio de crecimiento, se lavé la caja 2 veces con DMEM sin
suero, se adiciond la mezcla de transfeccién (5 ug de plasmido, cloroquina 0.1 mM, DEAE-
dextran 0.4 mg/ml., en 5 ml. de DMEM sin suero) y se incubd a 37 °C por 3.5 hsen 5 %

CO:. Se removid fa mezela de transfeecion y se adiciond 5 ml de DMSO al 10 % cn PBS
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durante 2 min. Se removié el DMSO diluyendolo directamente en la caja con 10 mL de

PBS. La caja se lavé 1 vez mas y se adicioné DMEM suplentado con 10 % de suero fetal

bovino. Las células se incubaron a 37 °C y se ensayaron 48 hs después de la transfeccion.

Para la expresion estable en células L6E9, los cDNA que codifican para el betaglicano
silvestre y las diferentes mutantes en versién con epitope y sin epitope de ¢-myc, fueron
subclonados en el vector pcDNA3 (Invitrogen). La transfeccién para expresion estable en
células L6E9 se hizo por el método de precipitacion de fosfato de calcio [93]. Las células se
crecieron en platos de 78.5 cm2 de area a un 50 % de confluencia. Se removié el medio de
crecimiento y se sustituyd por 5 mL de medio de creimiento fresco. Se adicioné la mezcla
de transfeccién gota a gota (10 pg de DNA en 250 uL de agua esteril mas 250 pl. de CaCl,
250 mM mezclade en vortex con 250 uL de amortignador de HEPES (NaCl 224.5 mM,
HEPES 40 mM, Na,HPO, 1.2 mM pH 7.05), y se incubd por 16 hs. Se retir6 la mezcla de
transfeccion. Sin lavar, se adicionaron 3 mL de glicero! al 10% en PBS por 2 min. Se lavo
el plato con 10 mL de PBS 2 veces, se adicioné medio de cultivo completo y se mcubo a 37
°C por 4 hs. las transfectantes se seleccionaron con 400 pg/ml de Geneticin
(GIBCO/BRL).

Separacion de Células por Citometria Magnética (“Magnetic Cell Sorting™). Las
células transfectadas para la expresion estable del betaglicano y las diferentes mutantes se
enriquecieron por tres rondas de citometria magnética (“Magnetic cell Sorting”, MACS,
Miltenyl Biotec Inc, Aubur, CA), usando como anticuerpo primario el antisuero anti
betaglicano # 822, dirigido contra el ectodominio [76], y como anticuerpo secundario
antisuero de cabra anti inmunoglobulina total de conejo conjugado a micro perlas
magnéticas (Miltenyi Biotec Inc, Aubur, CA). El procedimiento de MACS consistié pasar
por una columna magnética 2 x 107 células marcadas con ambos anticuerpos. Las células
retenidas en la columna magnética fueron las reconocidas por el antisuero # 822. Estas
células expresan en su superficie la molécula de betaglicano. La columna se separd del
magneto y las células sc cluyeron de la columna con 1 mi de PBS-BSA 0.5 % EDTA 5

mM, se lavaron 2 veces con PBS y se sembraron en medio de cultivo completo.
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Construccién de Mutantes del Betaglicano. En este trabajo se¢ emplearon varias mutantes
del betaglicano las cuales han sido reportadas previamente. Estas mutantes son: A2, A3,
A10 v gag™. El cDNA del betaglicano de rata, que contiene la secuencia de un epitopo c¢-
myc humano reconocido por el anticuerpo monoclonal 9E10 [76], sirvié como plantilla
para la construccion de los cDNAs mutantes A2, A3, A10 y gag™ [73]. Las construcciones
mutantes A2 (A200-500); A3 (A499-783); A10 (A410-781) fueron obtenidas eliminando los
amino &cidos indicados utilizando sitios Uinicos para endonucleasas de restriccion presentes
en la secuencia del cDNA. La mutante A2 se generd por la ligacion del fragmento grande
resultante de la digestién con AfllIl reparado con fragmento Klenow, seguido de la
digestion con Xhol recortado con “mung bean nuclease”. Esta manipulacion introduce un
residuo de Trp en la posicion 200. La mutante A3 se generd por la ligacion del fragmento
orande resuitante de la digestién con Xhol y Ncol recortado con la “mung bean nuclease”;
esta manipulacién introduce un residuo Arg en la posicion 499. La mutante A10 se generd
por la ligacion del fragmento grande de DNA resultante de la digestion con EcoRV y Neol
y reparado con fragmento Klenow. La construccién gag™ se modificod en los residuos
Ser535Ala y Ser546Ala en la regidn semejante a uromodulina mediante mutagénesis
dirigida utilizando estrategias de PCR.

Para este trabajo se generaron dos nuevas mutantes, la mutante All y la AI12. La mutante
Al1 fue construida a partir de la mutante A8(A45-282) [73]. La mutante A8 se genero por la
insercion  de  los  oligonucledtidos  alineados  S’CCGGCAACTGGGT3" vy
5'GATCACCCAGTTGCCGG3' en el fragmento de DNA grande resuitante de la digestion
en Stul y Bell, esta manipulacion introduce una Gly en la posicién 45 y genera un sitio
Nael de novo. Esta mutante se cortd en los sitio Nae [ y en el EcoRV, el fragmento grande
resultante se ligd y generd la mutante A11(A45-409). La mutante A12 se generd por la
ehminacion del fragmento comprendido entre los sitios Stul v Xhol de la secuencia del
betaglicano, y reparada por el fragmento Klenow. El polipéptido resultante es: A12 (A44-
499).

Para este trabajo también se generaron versiones carentes de epitope de c-myc de las
mutantes A10 y All ademas de versiones solubles de las mutantes A10 y All. Las

versiones solubles de A10 y All fueron creadas por la inscrcidon de oligonucledtidos que
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introducen un coddn de paro precedido por una cola de hexa-histidina en el extremo
carboxilo terminal. Para la mutante A10 soluble los oligonucleétidos fueron insertados entre
el sitio EcoRV y el sitio Ncol del c-myc-betaglicano silvestre y para la mutante All
soluble, entre los sitios Ncol y Awvrll del c-myc-All. Todas las construcciones se

verificaron por secuenciacion siguiendo técnicas estdndar [94].

Analisis de Células por Citometria de Flujo (FACS). Las células L6E9 se crecieron en
cajas para cultivos celulares de 9.5 cm® a un 70 % de confluencia. Las células se incubaron
en medio DMEM sin suero (2 cambios de 30 min cada uno) por 60 min y s¢ marcaron con
10 ug/mi de antisuero anti-betaglicano # 822 en PBS-BSA 5% a 4 °C por 30 min. Las cajas
se lavaron 3 veces con PBS frio, se adiciono el antisuero de cabra anti inmunoglobulina G
de conejo conjugado a isotiocianato de fluoresceina (SIGMA-Aldrich) diluido 1:5000 en
PBS-BSA 5% vy se incubaron por 30 min a 4 °C. Las células se lavaron 3 veces con PBS
frio vy un 1 vez con PBS-EDTA 5mM. Se adicioné a las cajas 500 pl. de PBS-EDTA 5mM
por 10 min y una vez despegadas las células de la caja de cultivo se depositaron en tubos
para citometria (FALCON). La citometria de flujo se realizé en un FACSCalibur con el
programa CELLQuest (Becton Dickinson).

Ensayo de Inhibicién de Crecimiento por TGF-B: Incorporacién de '**I-deoxiuridina.
Las células se sembraron en placas de 24 pozos a una densidad de 25,000 a 30,000
células/cm’. Al dia siguiente se adicionaron las diluciones de TGF-B (0, 3, 10, 30 y 100
pM) en medio DMEM 0.5% de suero fetal bovino (GIBCO/BRL) v se incubaron a 37 °C en
5% CO; por 20 hs. Las placas se pulsaron con 0.5 uCi de '®I-deoxiuridina por pozo (NEN,
Life Science) y se incubaron a 37 °C por 4 hs. Al termino de la incubacién las placas se
enfriaron en una cama de hielo y se lavaron 3 veces con PBS frio. Las células se fijaron con
metano] al 95 % a 4 °C por 1.5 hs en agitacion y se lavaron 2 veces con PBS frio. Las
células se solubilizaron en 500 pul. de NaOH 0.5 N a temperatura ambiente, toda la noche.
Al dia siguiente, se transfirieron los extractos a tubos y se cuantificaron en un contador de

radiacion gamma (Packard).



MATERIAL ¥ METODOS 31

Yodinacién. El TGF-B se marco con '*I usando cloramina T [74], mientras que la inhibina

A se marco con el método de lactoperoxidasa [95].

Yodinacion de TGF-B (Método de Cloramina T). Se tomaron 2 pg de TGF-$ en 5 uL
acetonitrilo al 30% - TFA 0.1 % v se mezclaron con 5 pl. de amortiguador de fosfato
de sodio 1.5 M. Se afiadieron 400 pCi de Na'®I y se mezclé suavemente. A la mezcla
de vodinacion se afiadieron 2 pl. de cloramina T (50 pg/mL) 3 veces en lapsos de
incubacién de 2, 1.5 vy 1 min, mezclando suavemente en cada ocasiéon. Se detuvo la
reaccion con 10 uL de N-acetiltirosina 50 mM, 100 uL de KI 60 mM y 100 uL de 4cido
acético en urea 1M. El analisis de incorporacion se hizo por cromatografia en capa fina,
por triplicado. Para esto, se depositaron 2 pL de la mezcla de yodinacidn en una tira de
fibra de vidio impregnada de silica gel (Gelman Sciences, Ann Arbor, MI). Se utilizd
acido tricloroacético al 10% como fase movil. Las tiras se cortaron por la mitad y se
midi¢ la radioactividad en la base y en el frente en un contador para radiacion gamma
(Packard). Una incorporacion igual o mayor al 30% fue aceptable. La separacion del
yodo libre de la mezcla de raccion se hizo por cromatografia de exclusion. Se tomo toda
la mezcla de raccion y se depositd en una columna PD-10 de sephadex G-25
(Pharmacia Biotech). La columna se equilibro con amortiguador de columma (HCI
4mM, NaCl 75 mM y BSA 0.1%). El eluido de la columna se recuperé en fracciones de
500 pL. Se selecciond la fraccidn con el mayor indice de cuentas por minuto. La
concentracion de ligando marcado se determind por cromatografia en capa fina

tomando 2 pl de la fraccién seleccionada. Se alicuoté y se almacené a 20 °C.

Yodinacion de Inhibina A (Método de Lactoperoxidasa). Se tomaron 5 ug de inhibina
A en un volumen de 5 pL de amortiguador acetato de sodio 0.1 M (pH 5.6) v se
depositaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se afadieron 40 mL de amortiguador de
acetato de sodio 0.4 M (pH 5.6) y 0.5 mCi de Na'*I . Se afiadieron 5 pL de la solucién
de lactoperoxidasa (Calbiochem) diluida 1:100 en amortiguador dc acetato de sodio 0.1
M (pH 5.6) (solucion concentrada 100 Ul/mL; diluir a un volumen final de 300 pL). Se

ahadieron 17 ng de peréxido de hidrégeno (diluir la solucién concentrada al 37% en
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agua). La mezcla se incubé a temperatura ambiente por 5 min con agitacién
intermitente (vortex). Se agregd nuevamente 17 ng de peroxido de hidrogeno, y se
incubd a temperatura ambiente por 5 min con agitacion intermitente (vortex). La
reaccion se detuvo adicionando 500 upl de buffer de columna (PBS, BSA 0.5%,
Timerosal 0.01%). El andlisis de incorporacion se hizo por cromatografia en capa fina,
por triplicado. Para esto, se depositaron 2 pL de la mezcla de yodinacion en una tira de
fibra de vidio impregnada de silica gel (Gelman Sciences, Ann Arbor, MI). Se utilizo
acido tricloroacético al 10% como fase movil. Las tiras se cortaron por la mitad y se
midié la radioactividad en la base y en el frente en un contador para radiacion gamma
(Packard). Una incorporacion igual o mayor al 30% fue aceptable. La separacién del
yodo libre de la mezcla de raccidn se hizo por cromatografia de exclusion. Se tomo toda
la mezcla de raccidon y se depositd en una columna PD-10 de sephadex G-25
(Pharmacia Biotech). La columna se equilibro con amortiguador de columna (PBS,
BSA 0.5%, Tween 20 0.05%, NaCl 1 M, Timerosatl 0.01%) . El eluido de la columna se
recuperd en fracciones de 500 pl. Se selecciond la fraccion con el mayor indice de
cuentas por minuto. la concentracion de ligando marcado se determiné por
cromatografia en capa fina tomando 2 pL de la fraccion seleccionada. Se alicuoto y se

almaceno a 20 °C.

Marcado por Afinidad y Ensayoe de Unién. Los ensayos de union, marcado por afinidad,
¢ inmunoprecipitacion en condiciones nativas o desnaturalizantes se hicieron como se
describen anteriormente [76]. Brevemente, las células crecidas en cajas de cultivo de 9.5
em’ se incubaron en amortiguador Krebs Ringers HEPES-BSA 5% (KRH-BSA) pH 7.4
(NaCl 1.28 M, KCl 50 mM, MgSO, 50 mM, CaCh2H,0O 13 mM, HEPES 0.5 M, BSA 5%)
a 37 °C por 30 min. Las cajas se enfriaron en cama de hielo, v se adiciond la solucién de
TGF-B iodinado (**’I-TGF-B) a una concentracion de 100 ¢ 150 pM. Las cajas se incubaron
a 4 °C por 3.5 hs en agitacion. Después de la incubacion, las cajas se lavaron 3 veces con
KRH-BSA 5 %, y 1 vez con con KRH. * Se adicioné a cada caja 500 uL de solucién de
entrecruzador en KRH (solucidén de entrecruzador: 10 mg/mL de disuccinimidilsuberato
(DSS) (PIERCE Chemical Co.) en DMSO), ¢n una proporcion de 6 uL de solucién de

entrecruzador por ml de KRH. Se incubo a 4 °C por 15 min en agitacion. Después se favo
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una vez con STE-PMSF (sacarosa Tris-EDTA 5 mM pH 7.4, 1 mM PMSF). Raspar las
células y transferir a tubos Epp. Centrifugar a 8,000 rpm 4 °C/10 min, descartar
sobrenadante. Solubilizar el paquete celular en 120 ul. de TTE (1% Triton X-100, 10 mM
Tris pH 7.4, 1 mM EDTA) mas Inhibidores de Proteasas. Incubar a 4 °C/40 min en
agitacion, centrifugar a 15,000 rpm y recuparar el sobrenadante. Analizar por SDS-PAGE
al 7%, secar y obtener autoradiograma.

* Ensayo de Unidn: Si sdlo se requieren los datos pegado total, en este punto adicionar 500
gL de de TTE (Triton X-100 0.1%, Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM) y solubilizar a

4 °C por 40 min. Colectar el sobrenadante y contar.

Marcado por Afinidad de Proteinas en Solucién. El marcado por afinidad en solucion se
hizo con las proteinas solubles A10 y A11 como se describié en [73]. Para esto, 50 ng de la
proteina soluble recombinante se resuspendié en PBS-Triton X-100 al 0.05% y se incubd
con 250 pM de 'P’I-TGF-f vy diferentes concentraciones de TGF-f a 4 °C por 3 hs. El
igando unido se entrecruzé a la proteina soluble con disuccinimidilsuberato (DSS)
(PIERCE Chemical Co.) a una concentracion final de 0.1 mg/mL. La reaccion de
entrecruzamiento se detuvo después de 15 min con Tris a una concentracion final de 10
nM. Las muestras se inmunoprecipitaron utilizando el anticuerpo monoclonal anti-c-myc
9E10 (SIGMA-Aldrich) diluido 1:2000 y se analizaron por electroforesis (SDS-PAGE).
Los resultados se visualizaron en “Phosphorimager” (Molecular Dinamics) y la

densitometria cuantitativa se hizo con el programa “/mageQuant” (Molecular Dynamics).

Ensayo de Fosforilacion de Smad2 por incorporacién de *2P. Las células L6E9 y celulas
FBHE se crecieron en cajas de 9.5 cm® de area y se incubaron por 2 hs en medio DMEM
sin fosfatos (SIGMA-Aldrich). Se adicioné a las cajas 0.750 mL de medio sin fosfatos
conteniendo 0.250 mCVmL de [**P]P, (NEN Life Science) y se incubaron a 37 °C en 5 %
de CO, por 2 hs. Se adicioné a las cajas 0, 10, 25 y 100 pM de TGF-B1 o TGF-B2 en medio
sin fosfatos y se incubaron a 37 °C en 5 % CO, por 30 min. Las cajas se enfriaron en cama
de hielo, se lavaron 2 veces con PBS frio y se solubilizaron en 500 pl. de regulador de lisis
TTE (Triton X-100 0.1%. Tris-HC] 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM), suplementado con

inhibidores de proteasas (10 pg/ml. de leupeptina. 10 pg/ml de antipaina, 100 pg/mL de
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hidrocloruro de benzamidina, 50 pg/mL de aprotinina y 100 pg/ml de mhibidor de tripsina
de frijol de soya, 10 pg/ml de pepstatina y PMSF 1 mM) y de fosfatasas (pirofosfato de
sodio 10 mM, fluoruro de sodio 5 mM, ortovanadato de sodio 100 uM y beta-glicerofosfato
10 mM) por 1 hr a 4°C, en agitacién. Los extractos se centrifugaron a 12,500 g a 4° C por
15 min. El sobrenadante se preabsorbi6é con 20 pL de sefarosa CL-4B a 4 °C por 30 min. El
sobrenadante se incubd con el antisuero anti-Smad2 (un generoso regalo del Dr. J. L.
Wrana) aa4 °C por 2 hs. A los mmunoprecipitados se les adicioné sefarosa protema-A y se
incubaron a 4 °C por 30 min. Las sefarosas se lavaron 5 veces en PBS frio conteniendo
Triton X-100 0.1% y SDS 0.01% y se resuspendieron en 30 uL de regulador de Laemmii
para analisis por electroforesis (SDS-PAGE). Los resultados se visualizaron en
“Phosphorimager” (Molecular Dynamics). El andlisis de los cromatogramas se hizo

empleando el programa “ImageQuant” (Molecular Dynamics).

Ensayo de Fosforilacion de Smad2 por Western Blotf. 1.a determinacion de la
fostorilacion de Smad2 se hizo por Western Blot utilizando un antisuero anti-fosfo-Smad2?
(dirigido contra el sitio de fosforilacion en los residuos de Serd465/Ser467) donado
generosamente por el Dr. C.-H. Heldin, Uppsala, Suiza. Mioblastos L6E9 expresando el
betaglicano silvestre y las mutantes del betaglicano fueron tratados con 20 pM de TGF-B2 o
TGF-B1 por 15 min. Las células fueron lisadas en regulador TTE (Triton X-100 0.1%, Tris-
HC1 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM), suplementado con inhibidores de proteasas (10 ng/mL
de leupeptina, 10 pg/mlL de antipaina, 100 pg/mL de hidrocloruro de benzamidina, 50
pg/mL de aprotinina y 100 pg/mL de inhibidor de tripsina de frijol de soya, 10 pg/mL de
pepstatina y PMSF 1 mM) y de fosfatasas (pirofosfato de sodio 10 mM, fluoruro de sodio
5 mM, ortovanadato de sodio 100 uM y beta-glicerofosfato 10 mM). Cantidades
equivalentes de proteinas se separaron en geles SDS-PAGE al 9%, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se probaron con antisuero anti-fosfo-Smad2. Para el control
de carga, las membranas de probaron con antisuero anti-Smad2 (un generoso regalo del Dr.

J. L. Wrana). Los inmunoblots se revelaron por quimioluminiscencia (ECL / Amersham) y

autorradiografia.
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Purificacion de las Proteinas Recombinantes A10 y A1l Producidas en Baculovirus.
Para la generacion de las cepas de baculovirus, los cDNAs que codifican para las mutantes
c-myc Al0 y All solubles con cola de hexa-histidina fueron subclonados en el vector de
transferencia pBlueBac4 (Invitrogen). Las células Sf9 fueron cotransfectadas con las
construcciones A10 v All en pBlueBac y el DNA del baculovirus Bac-N-Blue (Invitrogen)
utilizando Lipofectina (GIBCO/BRL). Las cepas se¢ amplificaron hasta obtener una
suspension de alto titulo (1 x 10'° pfu/mL). Células H5 a una densidad de 2 X 10° cels/mL
fueron infectadas a una multiplicidad de infeccién de 10 con una suspension de aito titulo
de particulas de baculovirus A10 6 All. El medio condicionado se coseché a las 48 hs post-
infeccion y se procesé inmediatamente. El medio condicionado fué suplementado con 1mM
de PMSEF, centrifugado a 11,000 rpm por 20 min a 4 °C para remover detritus, concentrado
10 veces usando el sistema de ultrafiltracién Minitan (Millipore, Bedford, MA) y sujeto a
cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC) usando sefarosa quelante de
flujo rapido (Amersham Pharmacia Biotech, UK). La sefarosa quelante (columna de 60
ml.) se cargé con NiCl, 50 mM y se equilibré en regulador de lavado (Hepes 25 mM pH
7.5, KCI 1 M, imidazol 20 mM, PMSF 1 mM). El medio condicionado se cargd a la
colummna, se lavé con 6 voliimenes de regutador de lavado y se eluyd con un gradiente de 20
a 250 mM de imidazol. La identificacion de las fracciones que contenian la proteina A10 y
A1l soluble se realizd por SDS-PAGE vy tincién de plata. Las fracciones positivas se
Jjuntaron y se concentraron en un sistema Amicon de Ultrafiltracién (Millipore, Bedford,
MA). Las fracciones positivas se dializaron contra amortiguador de fosfatos con 1% (v/v)
de glicerol y PMSF ImM y se almacenaron a — 70 °C. Este procedimiento produjo entre 3-

4 mg de proteina recombinante purificada por litro de medio condicionado.

Nota: Todas los métodos mencionadas en esta secciéon se describen ampliamente en el

Apéndice.



RESULTADOS 36

Resultados

Existen dos regiones de unién para TGF-§ en el ectodominio del betaglicano. Diversos
estudios han mostrado la existencia de dos sitos de unién para el TGF-B sobre el
ectodominio del betaglicano, uno en la mitad amino terminal {73, 87] y otro en la mitad
carboxilo terminal [85, 86] del ectodominio del betaglicano. Debido a que las mitades
contienen las regiones similares a endoglina y wromodulina, se referird a ellas como la
region E (amino terminal) y la regién U (carboxilo terminal). Para determinar las
propiedades funcionales de las regiones de union de TGF-B del ectodominio del
betaglicano se decidio probar la afinidad por el ligando, la presentacion de TGF-B2, y la
capacidad de potenciar el efecto del TGF-P2. Para esto, se ensayé un panel de mutantes del
betaglicano, algunas mutantes previamente descritas [73]. Estas mutantes se generaron a
partir del cDNA del betaglicano de rata que contiene al epitope c-myc. Para este estudio se
crearon dos nuevas mutantes la All y la A12. Las nuevas mutantes All y Al12 carecen de
los residuos 45 a 409 (A45-409) y 44 a 499 (A44-499) respectivamente, del ectodominio del
betaglicano silvestre de rata. La mutante All carece de la regién amino terminal y es
complementaria a la mutante A1Q (A410-781) que carece de la region carboxilo terminal
del ectodominio (Figura 13).

Las mutantes A2 (A200-500), A3 (A499-783), A10, All, Al2 y gag™ se probaron en su
capacidad de unir TGF-P. Para esto, células COS-1 transfectadas para expresion transitoria
de las mutantes del betaglicano, fueron marcadas por afinidad con '*’I-TGF-pl. Los
diferentes productos marcados fueron inmunoprecipitados y separados en geles SDS-PAGE
y visualizados por autorradiografia (Figura 14). El betaglicano silvestre aparece como un
proteoglicano de “tiempo parcial”, esto es, un producto con cadenas de
glicosaminoghcanos que aparece como un barrido de mas de 200 kDa, ademas de una
proteina medular de 120 kDa (Figura 14, carril 2). La mutante gag™ aparece solamente
como proteina medular ya que es una doble mutante puntual de los residuos de serina que
se ha demostrado son los sitios de anclaje de las cadenas de GAG (S535-546A). La mutante
gag  no es procesada como proteoglicano, sin embargo, une TGF-B al igual que el receptor
silvestre [73]. Las mutantes A10 y A3 carecen también del sitio de anclaje de las cadenas de

GAG. por lo que aparecen como proteinas medulares de aproximadamente 85 y 97 kDa,
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Figura 13. Esquema de las mutantes del betaglicano de rata. Los aminoacidos removidos se muestran en
paréntesis. Se indican, los sitios de anclaje de las cadenas de GAG en las serinas 535 y 546 (circulos), el
péptido sefial (caja negra) v la posicion de las cisteinas {puntos). También se muestran, la membrana
plasmatica (barra rayada) vy el epitope de c-myc (asterisco). En este trabajo también se emplearon versiones
del betaglicano y sus mutantes A10 y All carentes de epitope c-myc, como se indica en Jos pies de figura
correspondientes. Las regiones de homologia de secuencia con endoglina y uromodulina se muestran como
caja sombreada y cruzada respectivamente. Las cajas vacias indican regiones del péptido sin homologia a
proteinas conocidas. Dentro de la region con homologia a uromodulina existe una pequefia zona con
homologia a endoglina gue incluye las primeras 3 cisteinas. La linea punteada situada entre los residuos 409-
410, indica los limites de la region de unién de TGF-B distal y proximal a la membrana (relacionada a E o
relacionada a U respectivamente).
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Figura 14. Unién de TGF- por mutantes c-myc-betaglicano. Células COS-1 fueron transfectadas en
forma transitoria con el vector de expresion vacio (pCMV3), o las mutantes c¢-myc del betaglicano. Al
segundo dia posterior a la transfeccién los cultivos fueron marcados por afinidad con 200 pM de ““I-TGF-B1.
Los lisados de las células fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo monoclonal anti-e-myc 9E10. Los
inmunoprecipitados fueron analizados por SDS-PAGE y visualizados por autorradiografia de los geles. Se
indica la migracion de los patrones de peso molecular (kDa) y la posicién de oligémeros generados por
entrecruzamiento de algunos de los receptores mutantes (triangulos). BG, betaglicano. pm, proteina medular.
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respectivamente. Las mutantes gag’, A10 y A3 muestran productos de alto peso molecular
que resultan de entrecruzamiento de formas diméricas u oligoméricas de estos receptores
[73, 85]. La mutante All, que incluye 10 residuos de cisteina que definen la similitud con
uromodulina [96], pudo unir TGF-B1 (Figura 14, carril 6). La mutante A1l aparece tanto
como una proteina medular de aproximadamente 95 kDa, y como proteoglicano que se
observa como un barrido de entre 120-194 kDa. Esto se esperaba, ya que la mutante All
conserva los residuos de serina 535 y 546. La mutante A12 carece de los residuos 44 a 499,
que incluye los dos primeros residuos de cisteina de la region U y no une TGF- (Figura
14, carril 8). Como control negativo se incluyé al vector pCMV5 vacio, y a la mutante A2
[73]. El andlisis de las mutantes A10 y All junto con el panel de mutantes, confirman la

existencia de dos regiones en el ectodominio del betaglicano con capacidad de unir TGF-$.

Presentacion de TGF-2 por las regiones de unién de ligando del betaglicano.

Los resultados de los ensayos de marcado por afinidad muestran que las regiones de union
de ligando representadas por A10 y All unen TGF-P en forma similar a la del receptor
intacto, por lo que decidimos probar si conservan la funcién de presentacién del TGF-p2
del betaglicano silvestre [75-77]. Para medir la funcion de presentacion de TGF-B2 en las
regiones de unién del betaglicano, células COS-1 fueron cotransfectadas transitoriamente
con algunas de las construcciones de betaglicano que llevan el epitope c-myc y €l receptor
tipo II de TGF-§ humano. El receptor tipo II de TGF-P usado en estos experimentos lleva
el epitope HAI de la hemaglutinina del virus de la influenza, que es reconocido por el
anticuerpo 12CAS [97]. Después de la cotransfeccion, las células fueron marcadas por
afinidad con *’I-TGF-P2 v los lisados celulares fueron desnaturalizados, reducidos y luego
inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-c-myc 9E10 [98] o el anticuerpo anti-HAI. Los
inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se revelaron por autorradiografia.
Los pasos de desnaturalizacion y reduccidon eliminan cualquier complejo no covalente
formado en los receptores durante el marcado por afinidad, lo que previene su

coinmunoprecipitacién. Los inmunoprecipitados con anti-c-myc muestran que el B TGF-
B2 se une a las mutantes c-myc-betaglicano (Figura 15), y exhiben un patrén de migracion

en gel similar al observado cuando s¢ marca con TGF-B1 (Figura 14). Esto sugicre que la
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Figura 15. Presentacién de TGF-B2 por mutantes c-myc de betaglicano. Células COS-1 fueron co-
transfectadas con el receptor tipo 11 de TGF-B marcado con el epitope de hemaglutinina {TBRIVHA) v las
mutantes c-myc de betaglicano o el vector de expresién vacio (pCMVS5). Dos dias después de la transfeccion
las células fueron marcadas por afinidad con 100 pM de '®I-TGF-B2, vy los lisados celulares fueron
desnaturalizados por ebullicion en presencia de SDS y ditiotreitol. La figura corresponde a la mitad del
extracto que se inmunoprecipité con el anticuerpo monoclonal anti-c-myc 9E10. Los inmunoprecipitados se
analizaron por SDS-PAGE vy se visualizaron por autoradiografia de los geles.
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coexpresion del betaglicano y el receptor tipo Il de TGF-f no altera ia unién de TGF-p a
las mutantes del betaglicano, sin embargo, el marcado del receptor tipo II se regula por el
betaglicano. Los inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-HA1 muestra los casos en los
cuales la coexpresion del betaglicano aumenta el marcado del receptor tipo Il (Figura 16).
La cotransfeccién con el betaglicano silvestre, ya sea en su forma de proteoglicano
(silvestre) o s6lo como proteina medular (GAG ), resulta en un incremento en el marcado
del receptor tipo II (Figura 16, carril 5 y 6). La cotransfeccion con el vector vacio resulta en
un marcado casi imperceptible del receptor tipo II, demostrando su baja afinidad endégena
por ¢l TGF-B (Figura 16, carril 1). La cotransfeccién con las mutantes A2 y Al2, que no
unen TGF-B2, resultd en un ligero incremento en el marcado del receptor tipo II en
comparacion con el vector vacio (Figura 16, carril 2 y 3) que puede considerarse como
fondo en este tipo de experimentos. La cotransfeccion con All, que une TGF-B2 en forma
similar al betaglicano silvestre (Figura 15, carril 4 y 5), resulté en un ligero incremento
sobre el marcado de fondo del receptor tipo II (comparar carril 4 contra carril 2 y 3, en
Figura 16). Por otro lado, la cotransfeccion con A3 o A10 resulto en un incremento de 2 0 3
veces respectivamente sobre el nmivel de marcado del receptor tipo II en presencia del
betaglicano silvestre (comparar carril 7 y 8 contra carril 5 y 6, en Figura 16). Por lo tanto, a
pesar de que A3, A10 y All unen TGF-B2, difieren en su capacidad de “presentacién” al
receptor tipo II de TGF-p.

Expreston estable del betaglicano y las mutantes A10 y A1l en células L6E9. Los datos
presentados muestran que la funcién de presentacién del betaglicano es una propiedad de la
region E (mutante A10). Lo anterior sugiere que la region E seria la responsable de
potenciar la sefial por TGF-B2. Para evaluar esta posibilidad, se decidid probar las
mutantes A10 y All en cuanto a su capacidad de potenciar el efecto de TGF-B2. Para esto
las mutantes A10 y Al1 se expresaron establemente en células L6ES.

El betaglicano es un receptor de superficie distribuido ampliamente en varias tipos celulares
[99]. Sin embargo. existen algunas células que no lo expresan, como las células
progenttoras hematopoyéticas [79], algunas lineas de mioblastos {76] y células endoteliales

[78]. Las células L6E9 son una linea celular de mioblastos de rata los cuales no expresan en
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Figura 16. Presentacion de TGF-$21 por mutantes c-myc de betaglicano. Células COS-1 fueron
cotransfectadas con el receptor tipo Il de TGF-B marcado con el epitope de hemaglutinina (TBRII/HA) v las
mutantes c-myc de betaglicano o el vector de expresion vacio (pCMV5). Dos dias después de la transfeccion
las células fueron marcadas por afinidad con 100 pM de ‘I-TGF-B2, y los lisados celulares fueron
desnaturalizados por ebullicion en presencia de SDS y ditiotreitol. La figura corresponde a la mitad del
extracto que se inmunoprecipité con el anticuerpo monoclonal anti-HA 12CAS. Los inmunoprecipitados
fueron analizados por SDS-PAGE y visualizados por autoradiografia de los geles.
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ningtin momento de su desarrollo al betaglicano [100]. Este hecho hace de los mioblastos
L6E9 un candidato ideal para generar clonas que expresen solo betaglicano de origen
exdgeno.

Los mioblastos L6E9 fueron transfectados con los ¢cDNA que codifican para el c-myc-
betaglicano silvestre y las c-myc-mutantes A10 y All. Las células transfectadas se
analizaron por citometria de flujo (FACS) después de varios pases en medio selectivo. El
anlisis por FACS mostrd que, a pesar de que las células eran capaces de crecer en medio
selectivo, la expresion de betaglicano y las mutantes era menor al 0.1 % (Figura 17, primera
columna). Debido a esto, se decidid enriquecer la poblacion de células expresoras
empleando el sistema de citometria magnética (MACS).

El sistema de MACS permitié marcar las células que expresan betaglicano en la superficie
con anticuerpos conjugados a esferas magnéticas. Las células marcadas son retenidas en
colummas magnéticas y eluidas posteriormente. Después de 3 rondas de enriquecimiento la
poblacion de células expresoras se enriquecié en un 30 a 50 % (Figura 17). La poblacion
enriquecida de células expresoras sirvio para obtener clonas que expresan tanto al
betaglicano silvestre como a las mutantes. Las clonas fueron analizadas por FACS (Figura
18). Los datos obtenidos de los analisis por FACS muestran un incremento en ¢l nivel de
fluorescencia con respecto a las células transfectadas con el vector vacio (células pcDNA3)
que indica la presencia del betaglicano en la superficie celular. Como control positivo se
utilizo la clona LBG22 [76]. La clona LBG22 se construyé en mioblastos de rata LO6ES.
Esta clona expresa establemente al betaglicano de rata silvestre que carece de epitope c-
myc Este analisis permitio seleccionar clonas con altos niveles de expresion de betaglicano.

Las clonas seleccionadas fueron caracterizadas en su capacidad de unir vy responder a TGF-

B.

Las clonas de L6E9 transfectadas con el c-myc-betaglicano unen TGF-B. El andlisis de
FACS de las clonas de células L6E9 transfectadas con el c-myc-betaglicano mostré que
estas células expresan la moléculas en la superficie. Para comprobar la funcionalidad de la
molécula. las clonas se probaron en su capacidad de unir TGF-B. Para esto, las células se
marcaron por afinidad con 100 pM de '*I-TGF-B2. Los extractos celulares conteniendo los

diferentes productos marcados se dividieron en dos partes. Una parte del extracto se separd



RESULTADOS 44

1 Enen Oy

pcDNA3 *{l

F w0 et

Fib

® ow owE e

iy and 3
A11
o
R .
. : :
gag ¢ ¢
w _W: w o wo o' W w o‘on ww n‘;': w glrﬂ ' n'(f._ Wt

12 ronda 22ronda 32 ronda

Figura 17. Anilisis por citometria de flujo de células L6E9 transfectadas con los c-myc-betaglicanos.
Enriquecimiento por MACS. Las células se marcaron con el antisuero anti betaglicanc # 822 y se
enriquecieron por citometria magnética (MACS). La figura muestra los resultados de cada ronda de
enriquecimiento de Ias células con el c-myc-betaglicano y las mutantes A10, Al1 y gag’. Las células pcDNA3
corresponde a las transfectadas con el plasmido vacio. El incremento en el niimero de células positivas en
cada ronda de enriquecimiento se aprecia en el eje horizontal como un desplazamiento del pico hacia la
derecha. (La primera columna corresponde a las células después de varios pases posteriores a la transfeccién,
sin enriquecer por MACS).
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Figura 18. Analisis por citometria de flujo de clonas de células L6E9 que expresan el c-myc-betaglicano
silvestre v las mutantes c-mye A10 y All. Las células se marcaron con el antisuero anti betaglicano # 822 v
se analizaron por citometria de flujo (FACS). La figura muestra los resultados del analisis de cuatro clonas
que expresan al c-myc-betaglicano y dos clonas que expresan las mutantes ¢-myc A10 y All. El pico en
blanco representa la imagen de las células control pcDNA3 transfectadas con el plasmido vacio. El
desplazamiento horizontal del pico en negro hacia la derecho con respecto al pico en blanco representa un
incremento de células que expresan al betaglicano, Como control se incluy6 la clona LBG22,
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directamente en geles SDS-PAGE (extracto total) y se visualizaron en “Phosphorimager”
(Figura 19). La otra parte fue inmunoprecipitada con el antisuero # 822, contra el
ectodomino del betaglicano, separada en geles SDS-PAGE vy visualizados en
“Phosphorimager” (Figura 20).

Los geles que contienen los extractos totales muestran que a 100 pM de '*I-TGF-p2 el
marcado de las células pcDNA3 es nulo. El c-myc-betaglicano aparece como un barrido de
mas de 200 kDa que corresponde al proteoglicano que contiene las cadenas de
glicosaminoglicanos, ademas de una proteina medular de 120 kDa (carriles 2-6, Figura 19).
Como control positivo se utilizd la clona LBG22 que muestra un patrén semejante (carril 2,
Figura 19). Por otro lado, tanto las células que expresan el c-myc-betaglicano como las
LBG22 mostraron un incremento en el marcado del receptor tipo II de ‘TGF-B enddgeno.
Este efecto no se observa en las células pcDNA3 que carecen de betaglicano, y por lo tanto
no pueden incrementar la afinidad del TGF-P2 por el receptor tipo 11 (carril 1 Figura 19).
Las clonas de las mutantes A10 (carriles 7 v 8 Figura 19) y Al1 (carriles 9 y 10 Figura 19)
aparecen como proteinas medulares de aproximadamente 85 y 95 kDa de peso molecular
respectivamente. La mutante All aparece también como proteoglicano de 120 kDa, va que
conserva los residuos de serina 535 y 546. La mutante A10 muestra productos de alto peso
molecular que resultan de formas diméricas y oligoméricas del receptor. (Figura 19 y 20
carriles 7 v 8, triangulos). En las mutantes A10 y All no se aprecia el aumento de] marcado
del receptor tipo II debido los pesos moleculares son semejantes, quedando enmascarado el
receptor tipo I1.

Los geles de los extractos mmunoprecipitados con el antisuero anti betaglicano # 822
mostraron una imagen semejante a los geles de los extractos totales (Figura 20). Cabe
mencionar que el betaghcano y el receptor tipo II de TGF-B forman un complejo
inmunoprecipitable en presencia del TGF-B [76]. Esto explica el marcado del receptor tipo
Il en estos geles (Figura 20).

En conciusién, las clonas de células L6E9 que expresan establemente al c-myc betaglicano
y sus mutantes en la superficie celular, fueron capaces de unir '*’I-TGF-B2. La presencia
del betaglicano silvestre y el TGF-B en estas células favorece la formacion del “complejo
de presentacion” con ¢l receptor tipo II. Este complejo se demostrd por

coinmunoprecipitacion con anticuerpos contra ¢l betaglicano.
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Figura 19. Marecado por afinidad de clonas de células L6EY9 que expresan los c-myc-betaglicanos
(Extracto total). Las células se marcaron con 100 pM de '*I-TGF-B2. Los extractos celulares se separaron en
geles SDS-PAGE v se analizaron en “Phosphorimager”.El carril | muestra el marcado de las células control
transfectadas con el vector vacio. El carril 2 corresponde a las células LBG22 usadas como control positivo.
Los carriles 3-6 corresponden a las clonas que expresan el c-myc-betagiicano silvestre. Los carriles 7, 8y 9,
10, corresponden a clonas que expresan la mutante c-myc A10 y A1l respectivamente. Se muestra, la posicion
de tos marcadores de peso molecular, y de formas oligomeéricas entrecruzadas de Al0, triangulos (4 ). BG,
betaglicano. GAG, glicosaminoglicanos. pm, proteina medular. TBRI, receptor tipo I de TGF-$. TBRII,

receptor tipo 11 de TGF-.
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Figura 20. Marcado por afinidad de clonas de células LO6EY que expresan el c-myc-betaglicano.
(Extracio inmunoprecipitado). Las células se marcaron con 100 pM de 13 TGF-B2. Los extractos celulares
se inmunoprecipitaron con. antisuero # 822 contra el ectodominio del betaglicano. El inmunoprecipitado se
separG en geles SDS-PAGE y se analizaron en “Phosphorimager”.El carril 1 muestra el marcado de las
células control transfectadas con el vector vacio. El carril 2 corresponde a las células LBG22 usadas como
controi positivo. Los carriles 3-6 corresponden a las clonas que expresan el c-myc-betaglicano, Los carriles 7,
8 v 9, 10, corresponden a clonas que expresan la mutante c-myc A10 y A1l respectivamente. Se muestra, la
posicion de los marcadores de peso molecular, y de formas oligoméricas entrecruzadas de A10, triangulos
(4). BG, betaglicano. GAG, glicosaminoglicanos. pm, proteina medutar. TBRIL, receptor tipo 11 de TGF-p.
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Las células L6E9 que expresan establemente al c-myc-betaglicano no responden a
TGF-B. Las clonas de células L6E9 que expresan en su superficie al c-myc-betaglicano y
las diferentes mutantes se evaluaron en su capacidad de respuesta a TGF-B. Las células se
probaron en ensayos de inhibicién de crecimiento, y activacion de la via de transduccion de

sefial del TGF-P, especificamente la fosforilacion de Smad2.

Ensayo de Inhibicién de Crecimiento. El TGF-PB2, a diferencia del TGF-B1, requiere del
betaglicano para unirse al receptor tipo 11 con alta afimidad. Por lo tanto, las células LOES
son poco sensibles al TGF-B2 en ausencia del betaglicano. La expresion de betaglicano en
estas células elimina las diferencias entre isoformas de TGF-B, haciendo al TGF-B2 tan
potente como el TGF-B1 [76]. Para evaluar la respuesta de las transfectantes estables de
betaglicano a TGF-B se ensayo la inhibicién de crecimiento por TGF-Bl y TGF-p2. Las
clonas de células L6E9 se cultivaron en presencia de concentraciones crecientes de TGF-
Bpor 20 hs. La inhibicion en el crecimiento celular se midid por la cantidad de '*I-
deoxiuridina incorporada a DNA. Como control positivo se utilizé la clona LBG22. Como
control negativo se utilizaron las células transfectadas con el vector vacio (células
pcDNA3). Los resultados con las células pcDNA3 mostraron que el TGF-B1 es un potente
inhibidor del crecimiento celular (EDso = 8 pM ), sin embargo, el TGF-P2 resulté ser
aproximadamente 10 veces menos potente (Figura 21). Las células LBG22 que expresan el
betaglicano silvestre mostraron un incremento de 10 veces en la sensibilidad a TGF-B2
sobre las c€lulas pcDNA3, ademds de mantener su sensibilidad a TGF-B1. Los resultados
con las clonas de las células L6E9 que expresan al c-myc-betaglicano y las mutantes fueron
completamente inesperados. Todas las clonas ensayadas fueron refractarias a la inhibicion
de crecimiento por TGF-B1 o TGF-B2. Las células no inhibieron su crecimiento inclusive a

100 pM, la concentracidn mas alta empleada (Figura 21).

Ensayo de Fosforilacién de Smad2 dependiente de TGF-f3. Las clonas de células L6E9 que
fueron transfectadas con el c-myc-betaglicano o con las diferentes mutantes, no
respondieron a TGF-$3 en el ensayo de inhibicion de crecimiento. Por lo tanto, se decidié

probar las clonas con el c-mye betaglicano en un ensayo de fosforilacion de Smad?2. Para
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Figura 21. Ensayo de inhibicién de crecimiento TGF-p en células LOE9. Las células L6EY se trataron con
concentraciones crecientes de TGF-B! (cuadros) o TGF-B2 (circulos). Las células pcDNA3 {simbolos
abiertos) se emplearon como control negativo. La clona LBG22, expresa al betaglicano silvestre. La clona
WT 9  expresa al cmyc-betaglicano: Las clonas A10-34 y Al11-31 expresan Jas mutantes c-myc del
betaglicano. Los resultados se muestran como % del maximo de crecimiento en ausencia de TGF-B ( 0 pM).
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esto, las clonas de las células L6E9 se incubaron en medio sin fosfatos adicionado de 32p
por 2 hs. Posteriormente, s¢ trataron con diferentes concentraciones picomolares de TGF-
Bl y TGF-B2 y se incubaron a 37 °C por 30 min. Las células se lisaron y los extractos se
separaron por electroforesis en geles de SDS-PAGE. Como control positivo se utilizé la
clona LBG22 y como control negativo la clona pcDNA3. Las células LBG22 mostraron un
nivel de fosforilacion de Smad2 en respuesta a TGF-B1 dos veces mayor al que se obtuvo
con las células pcDNA3. Cuando las células LBG22 se trataron con TGF-B2 el nivel de
fosforilacién de Smad?2 se incrementd, siendo tres veces mayor que el observado con las
células control pcDNA3 (Figura 22). Por otro lado, el nivel de fosforilacion de Smad2 en
las clonas de células L6E9 que expresan el c-myc-betaglicano no sufrié cambio cuando se
trataron con TGF-B1 o TGF-B2. El nivel de fosforilacién en estas clonas no es mayor que €l

nivel basal que se obtuvo en ausencia de TGF-p (Figura 23).

En conclusion, las células con el c-myc-betaghcano fueron negativas al tratamiento con
TGF-B en los ensayos de inhibicion de crecimiento, y fosforilacion de Smad2 dependiente
de TGF-B. Cabe mencionar que esta falta de respuesta a TGF-P se observd solamente en las
clonas de células que expresan la version del betaglicano con epitopo de c-myc.

Este hecho hizo necesario crear nuevas versiones del betaglicano silvestre y de las mutantes
Al10 v All carentes del epitope c-myc que pudieran ser utilizadas en ensayos funcionales.
Estas mutantes fueron transfectadas en células COS1 para su expresion transitoria y
caracterizadas en su capacidad de unir TGF-B2 y su afinidad relativa de union de ligando.
Posteriormente los cDNAs del betaglicano silvestre y de las nuevas mutantes AI10 v All
carentes del epitope c-myc fueron transfectadas en células L6E9 para su expresion estable.
Las transfectantes estables de células L6E9 se evaluaron en su capacidad de realizar ia

funcién de presentacién del TGF-f2 y en su capacidad de potenciar el efecto del TGF-p2.

Las regiones A10 y All unen TGF 1 y TGF B2 con afinidad relativa similar al

betaglicano silvestre.

El primer paso cn la caracterizacién de las nuevas versiones carentes de epitope c-myc de

las mutantes A10 v A1l fue evaluar su capacidad de unir TGF-B2.. Para esto. células COS-1
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Figura 22. Fosforilacion de Smad2 dependiente de TGF-B en células L6E9 transfectadas com el
betaglicano silvestre . Las células pcDNA3 (cuadros abiertos) v las LBG22 (cuadros cerrades) fueron
incubadas en medio de cultivos sin fosfatos que contenia 250 uCi por mL de P por dos horas y
posteriormente tratadas con concentraciones picomolares {(pM) de TGF-! y TGF-B2 por 30 min a 37 °C.
Después de! tratamiento, los cultivos se enfriaron y lisaron en presencia de inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Los extractos celulares se separaron en geles SDS-PAGE vy se analizaron en “Phosphorimages”. La
grifica muestra la cuantificacion de las bandas de Smad2 en los geles de SDS-PAGE. Se indica la posicion de
Smad?2 en los geles.
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Figura 23. Fosforilacion de Smad2 dependiente de TGF-J} en célutas L6E9 transfectadas con el c-myc-
betaglicano. Las células pcDNA3 (cuadros abiertos) y la clona WT 49.4 (triangulos cerrados) fueron
incubadas en medio de cultivos sin fosfatos que contenia 250 uCi por mL de **P por dos horas y
posteriormente tratadas con concentraciones picomolares (pM) de TGF-B1 y TGF-B2 por 30 min a 37 °C.
Después del tratamiento, los cultivos se enfriaron vy lisaron en presencia de inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Los extractos celulares se separaron en geles SDS-PAGE y se analizaron en “Phosphorimager”. La
grafica muestra la cuantificacion de las bandas de Smad2 en los geles de SDS-PAGE. Se indica ta posicion de

Smad2 en los geles.
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fueron transfectadas con las mutantes del betaglicano carentes de epitope c-myc para su
expresion transitoria. Las células fueron marcadas por afimdad con 2L TGF-p2. Los
diferentes productos marcados fueron inmunoprecipitados y separados en geles SDS-PAGE
y visualizados por autorradiografia (Figura 24). El betaglicano silvestre aparece como
proteoglicano, un producto con cadenas de glicosaminoglicanos que se observa como un
barrido de mas de 200 kDa, ademas de una proteina medular de 120 kDa (Figura 24, carril
2). La mutante A10 carece del sitio de anclaje de las cadenas de GAG., por lo que aparece
como proteina medular de aproximadamente 85 kDa (Figura 24 carril 3). La mutante A10
muestra un producto de alto peso molecular que resulta de entrecruzamiento de formas
oligoméricas del receptor [73, 85]. La mutante All aparece tanto como una proteina
medular de aproximadamente 95 kDa, y como proteoglicano que se observa como un
barrido de entre 120-194 kDa (Figura 24 carril 4). Esto se esperaba, ya que la mutante All
conserva los residuos de serina 535 y 546. El andlisis por marcado por afinidad del
betaglicano silvestre y las nuevas mutantes A10 y All carentes de epitope ¢-myc confirman

que son capaces de vnir TGF-f. -

El siguiente paso en Ja caracterizacion de las mutantes A10 y All consistié en evaluar la
capacidad de unir TGF-B1 v TGF-B2 en ensayos de competencia. Para esto, células COS-1
fueron transfectadas con las construcciones en pCMVS del betaglicano silvestre y las
mutantes A10 y Al1 carentes de epitope c-myc vy sujetas a ensayo de union de '’I-TGF-p2
en presencia de concentraciones crecientes de competidor frio (TGF-B1 o TGF-B2). Los
resultados muestran que para el betaglicano silvestre aproximadamente 3 nM de TGF-2
frio inhibe al 50 % la unién de 50 pM de "*’I-TGF-B2, sin embargo, la competencia con
TGF-p1 frio no afecta la unidén, aun a concentraciones del intervalo de 10 nM (Figura 25,
BG). Las mutantes A10 y A1l mostraron patrones de competencia y de union de '*I-TGF-
B2 similares al receptor silvestre, mostrando una afinidad relativa a las isoformas de TGF-§
similar al betaglicano silvestre (Figura 25, A10 vy Al1).

Para demostrar que los patrones de unién de TGF-P son mtrinsecos a las regiones E y U detl
ectodominio del betaglicano representadas por las mutantes A10 y All, se [levaron a cabo

ensayos de union y competencia de '7I-TGF-B2 a formas solubles del betaglicano. Las
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Figura 24. Unién de TGF-$ por mutantes del betaglicano. Células COS-1 fueron transfectadas en forma
transitoria con el vector de expresion vacio (pCMVS), o la mutantes del betaglicano indicadas. Al segundo dia
posterior a la transfeccion los cultivos fueron marcados por afinidad con 200 pM de '*1-TGF-B2. Los lisados
de las células fueron inmunoprecipitados con el antisuero anti-betaglicano # 822 generado contra el
ectodominio del betaglicano. Los inmunoprecipitades fueron analizados por SDS-PAGE vy visualizados por
imagen de “Phosphorimager” de los geles. Se indica la migracién de los patrones de peso molecular (kDa) y
la posicidn de oligdmeros generados por entrecruzamiento de algunos de los receptores mutantes {tridgngulos).
BG, betaglicano. pm, proteina medular.
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Figura 25. Competencia especifica de unién de TGF-J en las mutantes de betaglicano. Células COS-1
fueron transfectadas en forma transitoria con el vecior de expresion vacio pCMVS, (circulos) o los vectores de
los betaglicanos indicados carentes de epitope c-mye (cuadros). Un dia después de la transfeccion las células
se sembraron en placas de 24 pozos para el ensayo. Al siguiente dia las células se marcaron con 50 pM de
L TGF-B2 en presencia de 0, 1, 3, 10 nM de TGF-B1 frio (simbolos abiertos) o TGF-B2 (simbolos

cerrados). BG, betaglicano silvestre.
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formas solubles de las mutantes se generaron a partir de cepas de baculovirus cuyos
productos proteicos pueden ser purificados del medio condicionado de células de insecto
infectadas. Las proteinas solubles A10 v All poseen una cola de hexahistidina en el
extremo carboxilo terminal lo que permite purificarlas a homogeneidad por cromatografia
de afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Las proteinas solubles A10 y All fueron
sometidas en solucién a marcado por afinidad con 250 pM de 'I-TGF-B2 y cantidades
crecientes (0 a 2 nM) de competidor frio (TGF-f1 o TGF B2). Las proteinas A10 y All
solubles son ghicoproteinas con un Mr de 52 (A10) v 63 (All) kDa, que despu€s de
marcarse migran alrededor de la banda del marcador de 64 kDa (Figura 26 y 27). La
cantidad de A10 y Al1 soluble marcada en presencia de competidor frio (TGF-B1 o TGF-
B2) se cuantifico a partir de geles SDS-PAGE que fueron analizados en “Phosphorimager”.
Los datos del analisis se graficaron como porcentaje de union en la competencia con
respecto al control (% del maximo), contra [a concentracidn de competidor frio (Figura 26
v 27, panel derecho). En forma similar a o observado en sus contrapartes de membrana, la
concentracion de TGF-B2 que inhibe la unién de ligando radioactivo, es al menos un orden
de magnitud menor comparado con TGF-B1. En conjunto los resultados sugieren que las
afinidades relativas de los receptores de membrana y las formas solubles de A10 y All para

el TGF-p1 y TGF-B2 son muy similares entre ellos y con betaglicano silvestre.

Presentacion de TGF-B2 por las mutantes Al0Q y All del betaglicano carentes de
epitope de myc.

Los ensayos de afinidad mostraron que las nuevas versiones de las mutantes A10 y All
unen TGF-P2 con una afinidad semejante a la del receptor intacto. Ya que se comprobd que
estas mutantes carentes de epitope c-myc eran capaces de unir TGF-f, se decidié generar
transfectantes estables con estas construcciones. Las células L6E9 fueron transfectadas con
el betaglicano silvestre y las mutantes A10 y All carentes de epitope c-myc. La poblacion

de células que expresaban betagiciano o las mutantes fue enriquecida por MACS, como se

menciono anteriormente.
Las nuevas células que expresan establemente al betaglicano o las mutantes A10 y All

carentcs de epitope ¢-myc fucron probadas en su funcion de presentacion al receptor
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Figura 26. Competencia especifica de union de TGF-f en las mutantes solubles de betaglicano. Proteina
purificada soluble (50 ng por ensayo) de A10 (Sol A10} fue marcada por afinidad en solucién con 100 pM de
"I-TGF-B2 en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de competidor frio (TGF-B! o TGF-B2).
El ligando se entrecruzé con disuccinimidilsuberato y la reaccion se neutralizé con Tris-Cl. La proteina se
inmunoprecipito con antisuero anti betaglicano # 822, se analizd en geles de SDS-PAGE vy se visualizo en
“Phosphormmager” (panel izquierdo). La grifica (panel derecho), muestra los datos del analisis de ios geles.
Los datos se graficaron como porcentaje de union de "I-TGF-B2, con respecto al control (% del maximo),
contra concentracién de competidor frio, TGF-B1 {(cuadros abiertos), 0 TGF-B2 (cuadros cerrados). C,
control.
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Figura 27. Competencia especifica de union de TGF-$ en las mutantes solubles de betaglicano. Proteina
purificada soluble (50 ng por ensayo) de All (Sol A11) fue marcada por afinidad en solucidn con 100 pM de
12*I_TGF-B2 en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de competidor frio (TGF-B1 o TGF-B2).
El ligando se entrecruzd con disuccinimidilsuberato v la reaccién se neutralizo con Tris-Cl. La proteina se
inmunoprecipité con antisuero anti betaglicano # 822, se analizo en geles de SDS-PAGE y se visualizd en
“Phosphorimager” (panel izquierdo). La grifica (panel derecho), muestra los datos del anglisis de los geles.
Los datos se graficaron como porcentaje de unién de "**I-TGF-B2, con respecto al control (% del méaximo),
contra concentracion de competidor frio, TGF-B1 (cuadros abiertos), o TGF-B2 (cuadros cerrados). C,
control.
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endogeno tipo 1T de TGF-P. Esto para confirmar que esta funcién no depende del epitope c-
myc presente en los receptores previamente ensayados. Las poblaciones enriquecidas se
marcaron por afinidad con 150 pM de '®I-TGF-B2 y los productos marcados se
recuperaron por inmunoprecipitacién bajo condiciones no desnaturalizantes (Figura 28). A
esta concentracion de TGF-B, el nivel de marcado de las células L6E9 control es
practicamente nulo (Figura 28, carril 4-6). Por otro lado la expresidn del betaglicano
silvestre resulté en un incremento considerable en el marcado del receptor tipo II endégeno
(Figura 28, comparar carril 3 y 6). Este efecto, previamente observado, se debe a un
incremento en la afinidad relativa del receptor tipo I enddgeno por el TGF-P2 en presencia
del betaglicano, mas que un aumento en la cantidad de receptor [75, 76]. También en
presencia de TGF-B2 el receptor Il endogeno forma un complejo con el betaglicano [76]
que puede demostrarse por coinmunoprecipitacién con anticuerpos contra el receptor
(Figura 28, carril 2-3). En este ensayo, la mutante A10 fue capaz de incrementar el marcado
con TGF-B2 del receptor tipo I enddgeno y formar un complejo inmunoprecipitable
{Figura 28, carril 10-12). Sin embargo, en forma similar a lo observado en las células COS-
1, la mutante A11 une TGF-B2 eficientemente, pero no puede incrementar €] marcado del

receptor tipo II (Figura 28, carril 7-9).

Ambas regiones del ectodominio del betaglicano som capaces de promover la
fosforilacion de Smad2 dependiente de TGF-[2.

Los datos obtenidos en los experimentos con las células LOE9 confirman que la funcion de
presentacion del betaglicano es una propiedad de la region E (representada por la mutante
A10). Para evaluar la posibilidad de que la region E fuera la responsable de potenciar la
sehal de TGF-B2, se decidi6 probar como influye la expresion de las mutantes A10 y All
en la fosforilacion de Smad2? dependiente de TGF-B2 en células L6E9. La fosforilacién de
Smad2 es uno de los primeros eventos en la seflalizacion por TGF-B y puede mostrar mas
directamente si la funcién de presentacién tiene algin efecto en la via de TGF-B [37].
También. para descartar cualquier efecto clopal, decimos emplear las poblaciones
enriquecidas de transfectantes estables en células LEE9 y como control negativo adicional

fas células LOESY sin transfectar. Estas células se trataron con 20 pM de TGF-P2 por 15 min,
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Figura 28. Presentacion de TGF-32 por mutantes de betaglicano. Cultivos de células L6E9 transfectadas
en forma estable con las mutantes de betaglicano carentes de epitope c-myc o con el vector de expresion vacio
(pcDNA3), fueron marcados por afinidad con 150 pM I-TGF-B2. Los lisados celulares fueron divididos
para ser inmunoprecipitados con el antisuero anti-betaglicano # 8§22, o el anticuerpo anti-TBRII (L21, Santa
Cruz). Los inmunoprecipitados, asi como el lisado total, se analizaron en SDS-PAGE y se visualizaron en
“Prosphorimager” a partir de los geles. BG, betaglicano. GAG, glicosaminoglicanos. pm, proteina medular.
TBRIL, receptor tipe Il de TGF-B. T, extracto total.
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los lisados celulares se separaron en geles SDS-PAGE y se transfiricron a membranas de
nitrocelulosa. El andlisis de la membrana se hizo por “Western Blot” con antisuero que
reconoce la forma fosforilada de Smad2 [101]. La sefial de Smad2 fosforilada fue
normalizada usando como referencia la sefial de Smad? total obtenida con un antisuero que
reconoce todas las formas de Smad2 [102]. En las células L6E9 no transfectadas o en las
células transfectadas con el vector vacio (pcDNA3) no se observdé un incremento en la
fosforilacién basal de Smad2. Por otro lado, la expresion del betaglicano silvestre causo un
incremento de 1.9 veces en la fosforilacion de Smad2. Sin embargo, la expresion de las
mutantes AI0 y All causé un incremento de 3 y 3.2 veces respectivamente en la
fosforilacion de Smad2 (Figura 29). Estos resultados son representativos de un total de tres
ensayos independientes. En conclusidn, el betaglicano sifvestre como las regiones de unidn
de TGF-f expresadas por separado son igualmente capaces de potenciar la fosforilacién de
Smad2 inducida por TGF-B2. Cabe mencionar que el bajo nivel de respuesta observado en
las clonas que expresan establemente las versiones del betaglicano con epitope ¢-mye no se
observo en la nueva generacion de mutantes que carecen del epitope. Esto hace suponer que
la baja respuesta de las clonas con moléculas con epitope c-myc es debido a la presencia de

este.

La capacidad del betaglicano de unir inhibina A reside en la regién U.

Recientemente se ha descrito que el betaglicano une inhibina A, potencia la unién de
inhibina A al receptor tipo II de activina y establece un complejo betaglicano-inhibina A-
receptor tipo Il que media el antagonismo de activina [84]. Con base en lo anterior, se
decidié determinar si la capacidad de unién de inhibina A del betaglicano ¢s una propiedad
del ectodominio completo, o esta restringida a alguna de las 2 regiones de unién de TGF-B.
Para esto, células COS-1 fueron transfectadas con el betaglicano silvestre o sus mutantes
carentes de epitope ¢-myc, en ausencia o en presencia del receptor tipo II de activina y se
cuantificé la unién de '*I-inhibin A. La Tabla I muestra las cuentas por min de células
marcadas con 'I-inhibin A en un experimento representativo de un total de tres. Las
células transfectadas con el betaglicano silvestre o el betaglicano gag™ tuvicron una unidn
de '**I-inhibin A mayor que las células transfectadas con el vector vacio. Estos resultados

comerden con los publicados previamente [84], ¢ indican que las cadenas de
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Figura 29. Las mutantes del betaglicano pueden potenciar el efecto del TGF-f2. Cultivos de células
L6E9 silvestres, o células L6E? transfectadas en forma estable con las mutantes del betaglicano, o el vector de
expresion vacio (pcDNA3), fueron tratadas con 20 pM de TGF-B2 (+) o con medio solo (-}, DMEM 0.2 %
SFB) por 15 min a 37 °C. Inmediatamente después del tratamiento, tos cultivos fueron enfriados y lisados en
presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Cantidades equivalentes de los lisados celulares fueron
analizados en SDS-PAGE vy transferidos a membranas de nitrocelulosa para revelarse por “Western Blot™
usando anticuerpos que reconocen Smad2 (Smad2 Total) o especificamente ia forma fosforilada (PO4-
Smad?). Los nimeros en paréntesis indican el incremento en la fosforilacion de Smad2 por el tratamiento con
TGF-$2, con respecto al nivel de fosforilacién basal. BG, betaglicano.
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Tabla I. Mutantes de betaglicano y su capacidad de unir inhibina A
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Unién de inhibina A por mutantes de betaglicano
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Las células COS-1 fueron transfectadas transitoriamente con ¢l vector vacio (pCMV3) o los betaglicanos
sin epitope c-myc; o cotransfectados con el vector del receptor tigo Ii de activina (ActRIl). Dos dias
despugs de la transfeccion las células se marcaron con 125 pM de ' l-ighibina A. Los datos muestran las
cuentas por minuto de 'i-inhibina A unida a las mutantes de betaglicano. Los nimeros en paréntesis son
el valor normalizado del incremento en 2 unién de ligando, con respecto al control {(pCMV5). BG.
betaglicano.
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glicosaminoglicanos del betaglicano no se requieren para la unién de la inhibina A. En
todos los experimentos realizados la mutante A11 uni6 inhibina A en forma comparable con
el betaghicano silvestre o el betaglicano gag’. Por otro lado la mutante Al0 mostro
consistentemente una union de inhibina A similar a las células control transfectadas con el
vector vacio. La cotransfeccion del receptor tipo I de activina junto con los vectores del
betaglicano silvestre, el betaglicano gag’, o la mutante All incrementé la unidn de inhibina
A como era de esperarse. Sin embargo, la mutante A10 increment6 la unién de inhibina A
al receptor tipo 11 de activina ligeramente por arriba del control. Estos resultados sugieren
que la capacidad intrinseca del betaglicano de unir inhibina reside exclusivamente en la
region U, representada por la mutante All.

Para probar la afinidad relativa de esta region a diferentes ligandos de la superfamilia del
TGF-B, células COS-1 fueron transfectadas para expresion transitoria con el vector vacio,
el betaglicano silvestre y sus diferentes mutantes, para realizar ensayos de competencia. Las
células fueron marcadas con 50 pM de *-inhibina A y competidas con 0.5 y 5.0 nM de
TGF-B1, con TGF-f2 o con inhibina A fria. Este experimento confirma que la region U une
inhibina A en forma semejante al betaglicano silvestre o e] betaglicano gag’, obteniéndose
una competencia compléta de ligando homodlogo con 0.5 nM de ligando frio. Sin embargo,
la competencia heteréloga de 100 veces mas TGF-P1 desplaza parcialmente la imhibina A.
Por otro lado, el TGF-B2 resulté un fuerte competidor de la mhibina A ya que mostré un
patron de competencia equiparable al ligando homologo (Figura 30). En cambio, la union
de 100 pM de I-TGF-B2 al betaglicano silvestre, a las mutantes Al0 y All,o al
betaglicano gag’, no fue desplazada por 7 oM de inhibina A, aun en presencia del receptor

tipo I1 de activina (Figura 31).

En conjunto, estos resultados muestran que la region E del ectodominio del betaglicano une
solamente TGF-B. La regién U une TGF-B v también inhibina A, con una afinidad relativa
mayor para el TGF-(2 que para la inhibina A y que para el TGF-B1.
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Figura 30. Competencia de unién de ligando de inhibina A en las mutantes de betaglicano. Células
COS-1 fueron transfectadas en forma transitoria con el vector vacio (pPCMV5) o las mutates de betaglicano
sin epitope c-myc. Un dia después de la transfeccion, las células se dividieron en placas de 24 pozos para
ensayo. Al dia siguiente, las células se marcaron con 50 pM de '*I-inhibina A en ausencia (C, barras negras),
0 en presencia de las concentraciones indicadas (0.5, o 5.0 nM) de TGF-B1 frio (barras cruzadas), TGF-f2
frio (barras punteadas), o inhibina A (barras vacias). Las cuentas por minuto corresponden a la cantidad de
ligando marcado unido, contra 1a concentracién indicada de competidor frio.
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Figura 31: Competencia de unién de ligando de 'I-TGF-B2 por inhibina A en las mutantes de
betaglicano. Células COS1 fueron transfectadas para expresion fransitoria con el vector vacio (pCMV3) o las
mutantes de betaglicano sin epitope c-myc (barras cruzadas); o cotransfectadas con e vector del receptor tipo
I1 de activina (ActRII) (barras vacias). Un dia después de la transfeccion las células se dividieron en placas de
24 pozos para ensayo. Al dia siguiente, las células se marcaron con 100 pM de "*I-TGF-B2 en presencia de 7
nM de inhibina A. Las cuentas por minuto corresponden a la cantidad de ligando marcado unido a los
receptores.
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Discusién _

El betaglicano pertencce a una clase de moléculas de superficie que regulan el acceso de
ligandos a los receptores de seftalamiento, ya que modula el efecto de al menos dos
miembros de la superfamilia de TGF-B. El betaglicano de membrana es un potenciador del
efecto de TGF-B, ya que facilita su union al receptor tipo I de TGF-f. La forma soluble del
betaglicano presente en suero y en matriz extracelular es capaz de unir TGF [81, 82]. EI
betaglicano soluble funciona como un potente antagonista que secuestra al TGF-B jugando
un papel opuesto a su contraparte de membrana [73]. El betaglicano forma parte del sistema
de antagonismo de la inhibina A en la sefial de activina, ya que forma un complejo inactivo
junto con el receptor tipo 11 de activina, impidiendo la activacion del receptor ALK1 {84].
Por otro lado, el betaglicano posee un claro papel en desarrollo embrionario como
potenciador del efecto de TGF-f. Se ha demostrado su participacion en sistemas como la
transicion epitelio-mesenquimal de células en el corazon dependiente de TGF-B2 [83]. Por
otro lado, se ha sugerido la probable participacion del betaglicano en la fusion de paladar
por células de epitelio medio (“medial edge epithelial cells”, MEE) actuando como un
localizador del efecto del TGF-B3 [103] . Estas propiedades sitian al betaglicano como un
importante regulador de las acciones de miembros de Ia superfamilia de TGF-f in vivo. Sin
embargo, la caracterizacion de las propiedades de unién de los diferentes ligandos que se
unen al ectodominio del betaglicano es necesaria para una mejor comprension del papel

fisiologico del betaglicano.

El betaglicano une a través de su ectodominio todas las isoformas de TGF-B en mamiferos,
y ademas inhibina A. Se han empleado diversas estrategias para mapear los sitios de union
de ligando sobre el ectodomino del betaglicano [73, 85-89] (Figura 12). Curiosamente, los
dos sitios de union de ligando descritos sobre el ectodominio coinciden con lo que pueden
constderarse dominios estructurales.

El betaglicano parece ser una molécula modular, donde el dominio distal a la membrana
posee homologia con la endoglina (dominio E) y el dominio proximal a la membrana con la

uromodulina (dominio U) (Figura 12 y 13).
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Las clonas de células L6E9 que expresan en forma estable al c-myc-betaglicano y sus
mutantes son refractarias a los efectos de TGF-B. En este trabajo se obtuvieron clonas
que expresan en forma estable al betaglicano v las mutantes AIQ, All y gag”. Las células
empleadas para esto fueron los mioblastos de rata L6E9, la cuales no expresan betaglicano
[104]. Las células L6E9 fueron transfectadas por fosfato de calcio, con los cDNA que
codifican para el c-myc-betaglicano. La transfeccion fue exitosa, sin embargo, el mvel de
expresion resultdé muy bajo (menor al 0.5 %). La poblacion de células expresoras se
enriquecié por MACS (Figura 17), empleando el antisuero # 822, dirigido contra el
ectodominio del betaglicano. A partir de la poblacion enriquecida se generaron clonas las
cuales se analizaron por FACS (Figura 18) y marcado por afinidad con '*I-TGF-B2 (Figura
19 v 20) para verificar la expresion del betaglicano en la superficie. Se seleccionaron 4
clonas que expresan al c-myc-betaglicano, y 2 clonas que expresan las mutantes A10 y All.
Estas clonas se evaluaron funcionalmente por cnsayos de inhibicion de crecimiento, y
fosforilacion de Smad2 dependiente de TGF-B. Las clonas de las células L6E9 con el c-
myc-betaghcano o las mutantes fueron muy poco sensibles al efecto de TGF- como lo
demuestran los ensayos de inhibicion de crecimiento y fosforilacion de Smad2 (Figura 21-
23). Esto resulta paraddjico ya que como control positivo se empled clona LBG22 [104] Ia
cual mostrd la respuesta esperada de inhibicidn de crecimiento y fosforilacion de Smad2
dependiente de TGF-B. De hecho, la uUnica diferencia significativa es la presencia del
epitope c-myc en el extremo amino terminal de las nuevas clonas estables. Resulta 1ogico
pensar que la falta de respuesta a TGF-§ de estas clonas esta relacionada a la adicién del
epitope c-myc en la secuencia del cDNA del betaglicano. Ademas, las células estables que
expresan la versidon de betaglicano sin epitope c-myc responden a TGF-B, como lo
demuestran los experimentos de fosforilacién de Smad2 dependiente de TGF-p2

presentados en este trabajo (Figura 29).

Cual es ¢l efecto del epitope c-myc sobre estas células? Los resultados de los experimentos
de FACS y marcado por afinidad muestran que las células expresan en su superficie la
molécula de c-myc-betaglicano. E] c-myc-betaglicano une TGF-B. y forma el complejo de

presentacién con el TBRII como se¢ observa en la coinmunoprecipitacion utilizando el
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antisuero # 822 (Figura 20, carriles 2-6). Con base en esto, es posible suponer que la
adicién del epftope c-myc al ectodominio del betaglicano no interfiere con la unién del
TGF-P, ni con ta funcién de presentacién al receptor tipo II de TGF-§. Sin embargo, de
alouna forma el epitope c-myc puede estabilizar el complejo de betaglicano / TGF-B /
TBRIL. El efecto de estabilizar este complejo origina el secuestro del TPRRIL
imposibilitando la interaccién con el receptor tipo 1. Se puede descarta algiin defecto en la
via de transduccién de sefial del TGF-P ya que las células poseen los receptores tipo 1 y 11
(Figura 19), ademas de que Smad2 esta presente en estas células, como se observa en los

ensayos de fosforilacion (Figura 22 y 23).

En conclusidn, el c-myc-betaglicano une TGF-f1 y TGF-2, v forma el complejo de
presentacion con el receptor tipo II. Sin embargo, la molécula de c-myc-betaglicano parece
estar actuando como un dominante negativo que secuestra al receptor tipo II, ya que
estabiliza el complejo de presentacion. El efecto de estabilizar el complejo de presentacion
es que impide la interaccion del receptor tipo I con receptor tipo [ para formar el complejo
de sefializacion, originando una baja sensibilidad a TGF-B en las células que expresan la

version c-myc del betaglicano o sus mutantes.

La baja respuesta del panel de mutantes con epitope c-myc motivo la creacion de un nuevo
panel de mutantes carentes de este epitope. Las nuevas mutantes carentes de epitope c-myc
se evaluaron en su capacidad de unir TGF-J, su afinidad relativa por el ligando, y en

ensayos tuncionales de fosforilacion de Smad?.

Las regiones de unién de ligando A10 y A1l del ectodominio del betaglicano unen
TGF-p con una afinidad relativa semejante. Se crearon dos mutantes del betaglicano
que son parte de la region U (Al1 ¥ A12) completando un panel de mutantes previamente
descrito [73]. Este panel de mutantes permitié el estudio de las propiedades funcionales de
estas regiones. Tanto las mutantes que contienen la region E (A3 y A10) como la mutante
que contiene la region U (All) fueron capaces de unir TGF-f (Figura 24). Ademds, estas

regiones poseen una afinidad relativa semejante a la molécula silvestre. Los ensayos de
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competencia (Figura 25) muestran que las mutantes AI10 y All tienen una afinidad relativa
semejante para el TGF-B, siendo de un orden de magnitud mayor para el TGF-f2 que para
el TGF-B1. Esta selectividad de isoforma es la misma mostrada por el receptor silvestre
[72, 105, 106]. Esta misma afinidad relativa la muestran los dominios E y U, cuando son
expresados en forma de receptores solubles (Figura 26 y 27), apoyando la posibilidad de
gue estructuralmente el ectodominio del betaglicano se encuentra conformado por dos

dominios independientes.

El ectodominio del betaglicano posee un arreglo modular. Los resultados obtenidos en
mutantes previamente reportadas Al (A45-199), AS (A200-285), A8 (A45-282) y la A9
(A287-409) (ver Figura 12 y 13) apoyan el arreglo de dominios en el ectodominio del
betaglicano [73]. Estas mutantes a pesar de tener la region U completa son incapaces de
unir TGF-B. La falta de unién probablemente se debe a los segmentos de la region E
presentes que ocasionan un plegamiento inadecuado de la region U generando pérdida de la
funcién de unién. La posibilidad de una maduracion incompleta de la mutante se descarta,
va que todas las construcciones llegan a la superficie. Este es el caso de la mutante A12
(A44-499) (Figura 13, 15 y 16) la cual es incapaz de univr TGF-§ a diferencia de las
mutantes A44-564 y A44-575 reportadas por el grupo de O'Connor-McCourt [85] (ver
Figura 12). La mutante Al2 carece de las dos primeras cisteinas que definen el dominio U,
lo que origina la pérdida de capacidad de unién de TGF-8. Sin embargo, la remocién de la
tercera cisteina y la remocion de la tercera y cuarta cisteina como en las mutantes A44-564
y A44-575 no afecta la capacidad de unién de la regiéon U. Estos sugiere que el plegamiento
erréneo de la molécula afecta los sitios de unién de TGF-§ en una forma impredecible. Por
otro lado, los Gltimos 213 aminoacidos son relevantes en la union de ligando, sin embargo,
la creacion de mutantes con una eliminacion mayor, como es el caso de la A44-396, no
aporta mayor informacién. La falta de unién de la mutante A44-596 se atribuye a upa
maduracion inadecuada de la molécula, dificultando e! analisis de su capacidad de unir
TGF-B [86]. Es claro que la determinacion de los residuos de amino acidos involucrados en
la union precisa del ligando requerird de un andlisis fino empleando técnicas como

difraccion por rayos X o resonancia magnética nuclear,
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La region E posee actividad de presentacion de TGF-B. Sin embargo, ambas regiones
(E y U) pueden potenciar el efecto de TGF-p2.

Otro aspecto abordado en este trabajo es la actividad de presentacion de las regiones de
unién de TGF-B. Se ha demostrado que el receptor Il de TGF-P posee baja afinidad por el
TGE-B2, situacion que se compensa con la presencia del betaglicano [76, 77). La capacidad
de presentacién del ectodominio del betaglicano puede evaluarse por el nivel de marcado
del receptor tipo Il de TGF-p con 'I-TGF-P2. Para csto se realizaron dos tipos de
experimentos, uno utilizando moléculas marcadas con un epitope (c-myc 6 HA)
cotransfectadas en forma transitoria en células COS-1 y otro expresando el betaglicano y
sus mutantes sin epitope en forma estable en células L6E9, utilizando el receptor tipo II de
TGF-B endégeno de las células. En ambos experimentos, ¢l nivel de marcado basal del
receptor tipo II con ’I-TGF-B2 en ausencia de betaglicano es practicamente nulo. La
presencia del betaglicano silvestre, el betaglicano gag, o la mutante A3, merementa
considerablemente en nivel de marcado del receptor tipo II de TGF-B, tanto en células
COS-1 como en células L6E9. La mutante A1l no fue capaz de incrementar el marcado del
receptor tipo Il de TGF-p en las células COS-1 ni en las células L6E9. Por otro lado, la
expresion de Al0 en células COS-1 induce un marcado del receptor tipo 11 mayor al que se
observa con el receptor silvestre o la mutante gag. En células L6E9 que expresan la
mutante A10Q también se incrementa el marcado del receptor tipo I, sin embargo, en este
caso el betaglicano silvestre resulté ser mejor presentador.

La diferencia de marcado del receptor tipo II de TGF-§ radica en que los experimentos
mostrados en las figuras 16 y 28 son diferentes, ya que en las células COS-1 el receptor tipo
I1 es exdgeno y se encuentra sobre expresado, mientras que en las células L6E9Y se trata de
un receptor tipo II endégeno. Ademas, la eficiencia de entrecruzamiento entre el receptor y
el ligando es dificil de predecir, lo que hace a cualquier suposicion basada en términos de
nimeros de receptores poco real. Sin embargo, ambos experimentos coinciden en que la
region E confiere un mejor marcado de receptor tipo IT que Ia regién U, como lo muestra el
marcado por afinidad con '*I-TGF-B2. Con base en estos resultados, es 1ogico proponer
que la potenciaciéon del efecto de TGF-B2 radica en el dominio E. Los resuitados del

experimento de la fosforilacién de Smad2 dependiente de TGF-B2 muestran un panorama
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diferente, ya que tanto la mutante A10 como la mutante All son capaces de promover la
activacién de la esta via de sefializacion (Figura 29). Esto indica que la llamada funcion de
presentacion, es al parecer, un artefacto del marcado por afinidad, y por lo tanto, los datos
obtenidos a partir de marcado por afinidad deben interpretarse con cautela, sino se cuenta

con los correspondientes ensayos funcionales.

La capacidad de unir inhibina A radica en la regién U. El titimo aspecto abordado fue
la capacidad del ectodominio del betaglicano de unir inhibina A. Nuestros resultados
muestran que la capacidad del betaglicano de unir inhibina A se reside en la regidn U, y que
las cadenas de GAG son indispensables para esto (Tabla 1 y Figura 29). Esto sugiere que la
region U es la responsable de crear un sitio de alta afinidad junto con el receptor tipo II de

activina siendo responsable de mediar el antagonismo de la activina por inhibma.

El betaglicano, un modulador de la actividad de factores de crecimiento. Estos
resultados abren nuevas interrogantes sobre las regiones de unién de ligando del
ectodominio del betaglicano. Resulta interesante el hecho de que existan dos regiones sobre
la misma molécula con diferente secuencia pero que poseen propiedades de unidn
semejantes. Un posible modelo que puede ayudar a explicar esto consiste en suponer gue el
betaglicano une al TGF-B en forma de “sandwich”, donde la molécula de TGF-B queda en
el centro con los dominios a los lados en forma horizontal. Este arreglo seria ventajoso, ya
que ubicaria los dominios en el mismo plano sobre la membrana explicando ademas como
es que ambos dominios por separado son capaces de presentar el factor al receptor tipo II.
Ademas, esta disposicion se apoyaria en la hipétesis de que el ectodominio del betaglicano
esta conformado por dominios de plegamiento independiente. Sin embargo, ;existe el
betaglicano como un dominio tnico en la naturaleza, semejante a las mutantes A10 o A11?
Se ha descrito un fragmento de aproximadamente 60 kDa que se encuentra sobre la
superficie celular [107], y que puede liberarse al medio por tratamiento de las células con
plasmina [108]. La naturaleza de esta molécula no se ha demostrado completamente, pero
s¢ presume que puede tratarse de un fragmento de betaglicano, ya que el marcado por
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afinidad con "“I-TGF-B de células tratadas con plasmina muestra una disminucién en la

cantidad de betaglicano en la membrana, mientras que los receptores tipo I v 11 permanecen
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sin cambio. Esta molécula de 60 kDa sugiere la posibilidad de que el betaglicano exista en
forma de un dominio Unico, en este, caso la porcién proximal a la membrana denominada
regién U. La posibilidad de que este fragmento sea funcional es grande, ya que esta region
es capaz de potenciar el efecto de TGF-By mediar el antagonismo de inhibina hacia

activina.

Un hallazgo reciente, pone de manifiesto la importancia del betaglicano como potenciador
del efecto no solo del TGF-B2, sino de cualquiera de las isoformas del factor en general. Se
ha descrito que el receptor tipo II B de TGF-B (TBR-II B), una isoforma variante de
receptor II generada por arreglo alternativo del mRNA, une TGF-B2 y es capaz de sefializar
via Smad?2 en ausencia de betaglicano [109]. Con base en esto se puede suponer que la
existencia del betaglicano como receptor accesorio permite alternativas de sensibilidad a
TGF-f; primero en sistemas donde se expresa TBR-II B en el cual las células responden a
cualquier isoforma de TGF-B, sin posibilidad de regular la respuesta mas que por Ia
disponibilidad del factor; y un segundo sistema mediado por TBR-II, en el cual las células
responden unicamente a TGF-B1, sin embargo, la expresion de betaglicano permite no solo
la respuesta a TGF-B2 sino también una regulacion basada en la expresion temporal de la
molécula, ya que solamente las células que lo presenten en la superficie responden a una
baja disponibilidad o a una isoforma especifica del] factor de crecimiento. Esto permite
regular la respuesta celular, como se observa en los sistemas de diferenciacion epitelio-

mesenquimal mencionados anteriormente [83, 103].
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Conclusiones

La clonas de células L6E9 que expresan en forma estable al c-myc-betaglicano
unen TGF-PB, forman el complejo de presentacion con el receptor tipo II, pero
son incapaces de responder fisiologicamente a cualquier isoforma de TGF-p.
Esto posiblemente se debe a que el epitope c-myc introducido en la secuencia
del betaglicano, estabiliza el complejo de presentacion secuestrando al receptor
tipo II. El secuestro del receptor tipo II impide la formacion del complejo de
sefialamiento. Las versiones del betaglicano que carecen de epitope c-myc no

muestran este cormportamiento.

Las mutantes A10 y All (que representan las regiones E y U respectivamente
del ectodominio del betaglicano) unen preferencialmente TGF-B2 que TGF-B1

con una afinidad relativa semejante a la del betaglicano silvestre.

La mutante Al1 no forma en marcado por afinidad, un complejo de presentacion
inmunoprecipitable a diferencia de la mutante A10, sin embargo, ambas regiones
del ectodominio potencian el efecto del TGF-B2 en forma semejante al

betaglicano silvestre.

La capacidad de unir mhibina A reside en la regién U del ectodominio del
betaglicano, y no depende de las cadenas GAG presentes en esta zona. Por el

contrario, la regién E no une inhibina A, pero es capaz de unir TGF-f.

Estos resultados apoyan fuertemente el hecho de que estructuralmente el
ectodominio del betaglicano tenga un arreglo modular, ya que tanto la funcion
de presentacion, la capacidad de potenciar el cfecto de TGF-B2 y la capacidad
de unir inhibina A, se conservan cuando las regiones del ectodominio se

expresan en forma independiente como las mutante A10y All.



PERSPECTIVAS 76

Perspectivas

Los datos presentados en éste trabajo abren nuevas interrogantes en cuanto al papel
fisiologico del betaglicano. Sin embargo, faltan varios aspectos por explorar sobre la
fisiologia y estructura del betaglicano. El panel de mutantes del ectodominio del
betaghicano y las células que las expresan en forma estable constituyen una poderosa
herramienta para continuar los estudios. Algunos aspectos que podran ser abordados son los

siguientes:

* Se ha demostrado que la regién U del ectodominio del betaglicano interacciona con
TGF-B e inhibina A. Existe la posibilidad de que la region E interaccione con otros
factores de crecimiento pertenecientes, 0 no, a la superfamilia del TGF-8. El hecho de
contar con la mutante A10 del betaglicano, permitira explorar este hecho en diferentes
tipos celulares.

* Por otro lado, se ha estudiado poco del papel del betaglicano como proteoglicano. Se ha
descrito que el betaglicano es capaz de unir bFGF a través de sus cadenas de GAGs
[110]. Sin embargo, se desconoce el papel fisioldgico de esta actividad. La mutante de
betaglicano gag’, y las células L6E9 que la expresan en forma estable permitirdn
estudiar la funcion de unién de bFGF de los GAGs del betaglicano.

* Este trabajo confirma lo reportado previamente en cuanto a la capacidad del betaglicano
de unir inhibina A [84]. Nuestros datos muestran que esta actividad es exclusiva del
dominic U. La participacién como antagonista de la activina del betaglicano no ha sido
explorada aun en ningin sistema biolégico. [a mutante A10 del betaglicano ofrece la
posibilidad de ensayar esto, ya que permitira abolir completamente la funcion del
betaglicano con respecto a inhibina A, manteniendo la respuesta hacia TGF-.

* La confirmaciéon definitiva del arreglo estructural del ectodominio del betaglicano
requiere de métodos mas sensibles como resonancia magnética nuclear o la generacion
del cristal del ectodominio. Esto ultimo se ve enormemente favorecido por el hecho de
que cada una de las regiones es capaz de funcionar en forma individual. Inclusive, es
posible disefiar regiones aun mas discretas de cada region que permita su cristalizacion
en conjunto con la molécula de TGF-P, y probablemente el receptor tipo I de TGF-.

En conclusién, a pesar de los avances en el campo del betaglicano como receptor accesorio
para factores de crecimiento, atn restan muchos aspectos de su funcién y estructura por ser
abordados.
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Apéndice
1. Yodinaciéon de TGF-B (Método de Cloramina T).

1.1 Soluciones y Reactivos
Amortiguador de Fosfato de Sodio pH 7.4

1.2 Na,HPO4 1.704 g/ 10 mL
0.3 M NaH,P0O40.414 g/ 10 mL

Urea en acido acetico 1M

Disolver 1.2 g de urea ultrapura en 1.0 mL de dcido acético 1M (preparar fresco).
(Para 1.5 mL, tomar 86 pl. de 4cido acético glacial en 1,414 L de agua).

Cloramina T

100 ng / mL en ddH,0

Preparar una solucion fresca de 1 mg / mL; tomar a partir de esta 100 pL en 900 uL
para una solucion final. USAR INMEDIATAMENTE.

N-acetil tirosina 50 mM (NAT)

223.2¢g/L=1M; 11.16 mg/ mlL = 50 mM

Ioduro de Potasio 60 mM (K1)

166.01 g/L=1M ;996 mg/ mL = 60 mM

Amortiguader de Columna

Concentracion Final Solucion concentrada Volumen
HCl 4 mM HClI1 M 16 uL
NaCl 75 mM NaCl5 M 0.74 mL (0.22g)
BSA 0.1% (solido) 0.05¢
Volumen Final 50 mL

1.2 Protocolo de lodinacion.

a) Mezclar:

5 ul (2 pg) TGF-B en acetonitrilo 30 %. TFA 0.1 %
5 1L de amortiguador de fostato de sodio 1.5 M.
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b) En la campana afiadir:

4 uL de Na'**I (aproximadamente 400 uCi)
2 ul Cloramina T (50 pg/mi.)

Incubar 2 min

Adicionar 2 pl. de Cloramina T
Incubar 1.5 min

Adicionar 2 pL. de Cloramina T
Para detener la reaccién:

10 pL N-acetiltirosina 50 mM
100 uL X1 60 mM
100 uL acido acético, urea 1M

MUY IMPORTANTE:

- Cuando se afiade solucion a la muestra hacerlo por la pared baja del tubo, NUNCA
TOCAR LA MUESTRA CON LA PUNTA DE LA PIPETA.

- Si es necesario, la solucién de TGF-P puede estar en acido acético 1M (es
importante verificar el pH si el TGF-p esta en acido acético). Los 2 png de TGF-J
pueden estar en un volumen mayor, si es el caso adicionar igual volumen de
amortiguador de fosfato de sodio 1.5 M.

- Usar una pipeta Hamilton especifica para medir el Na'**], enjuagar la pipeta en agua
tres veces después de usarse. (Nota: usar siempre un tubo de agua diferente al
momento de enjuagar).

1.3 Analisis de Incorporacién por Cromatografia en Capa Fina

A partir de la mezcla de iodinacion, tomar una alicuota (3—5 pL) y depositarla sobre
una tira de fibra de vidrio (3 mm x 5 c¢m) impregnada de silica gel (Instant Thin
Layer Chromatography Silica Gel Impregnated Glass Fibre Sheets, 5 x 20 cm,
Gelman Sciences. Ann Arbor, ML, product # 61885), hacerlo por triplicado.

Colocar las tiras en un recipiente pequefio (Jas tapas azules para tubos de 10 mL son
buenas) que contiene 4cido tricloroacético al 10%. Dejar que el acido se absorba
hasta cerca del borde, pero que no lo rebase. Cortar las tiras por la mitad (base y
tope por separado), y depositar cada mitad en tubos para el contador de v. Si la
incorporacton es menor al 30 %, intentar nhucvamente.
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1.4 Separacién de TGF-B de '* libre

Si la incorporacion de yodo al TGF-B es mayor al 30%, tomar todo el volumen de
reaccién y pasarlo por un columna PD-10 previamente equilibrada con 25 mL de
amortiguador de columna (PD-10 prepacked disposable columns Sephadex G-25
M, Pharmacia Biotech, product # 17-0851-01). Eluir el contenido de la columna con
aproximadamente 15 mL de amortiguador de columna, recolectar el eluido en
fracciones de 0.5 mL cada una. Para identificar las fracciones que contienen el TGF-
B marcado, tomar una alicuota de 1 uL de cada fraccidn y depositarla sobre un filtro
de papel 3M de 0.5 mm de didametro colocado previamente dentro de un tubo para el
contador de y. El primer pico corresponde a las fracciones que contienen el '*1-
TGF-B, el segundo pico corresponde al yodo libre. Las fracciones con cuentas mas
altas pueden juntarse, cuidando que no se diluya demasiado la muestra.

1.5 Segundo Analisis de Incorporacion por Cromatografia en Capa Fina
A partir de 1a fraccion(es) seleccionada(s) tomar una alicuota de (3—5 pl) y repetir el
paso 1.4. Este ensayo sirve para conocer la concentracion final del TGF-p en nano
Moles.
Modificado de [111].
2. Ensayo de Unién y Marcado por Afinidad
2.1 Soluciones y Reactivos
Mezcla de Inhibidores de Proteasas 100 x (Cocktail I)
t mg / mL leupeptin
1 mg / mL antipain
10 mg / mL benzamidine hydrochloride
5 mg / mL aprotinina

10 mg / mL soybean trypsin inhibitor

Preparar en Tris 10 mM pH 7.4; EDTA 1mM
Guardar a —20 °C

Pepstatina (100 X)

1 mg / mL Pepstatina en DMSO

PMSF (200 X) (phenyl methy! sulfony! fluoride)
200 mM PMSF (0.871 ¢/ 25 mL) en etanol

Buffer de Krebs Ringer HEPES pH 7.4 10 X (KRH)
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NaCl 1.28M 374¢
KCl 50.0 mM 1.865 ¢
MgS0; 50.0 mM 301g
CaCh6H,O 13.0mM 142¢g
HEPES 0.5M 596¢g
H,0 500 mL
Ajustar pH 7.6

Filtrar

Saracosa / Tris / EDTA (STE)

Sacarosa 0.25 M
Tris-Ci 10.0 mM
EDTA 1.0 mM
H,O 500 mL

Triton-Tris-EDTA (TTE)

1% Triton X-100

10 mM Tris-Cl pH 7.4

I mM EDTA

DSS (dissucinimidyl suberato)

10 mg / ml. en DMSO ' PREPARAR FRESCO
2.2 Ensayo de Unién y Marcado por Afinidad

Tener listos los siguientes reactivos

KRH (Krebs Ringers HEPES amortiguador pH 7.4). Solucidén concentrada 1x, 10 x
en ¢l refrigerador

KRH + 0.5% BSA es amortiguador de union.

STE (sacarosa Tris-EDTA, pH 7.4) + ImM PMSF. Solucion concentrada de STE y
PMSF 200 mM en refrigerador.

DSS (disuccimidil suberato- reactivo de entrecruzamiento que reacciona con aminas
primarias).

Solucion de Entrecruzamiento = 6 pl de solucion de DSS por mL. de KRH

Amortiguador de Lisis = Triton 1% X-100 en amortiguador HEPES BSA (Usado para
extraer células en ensayo de unton). Solucion concentrada en refrigerador.
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Tris-Triton-EDTA (TTE) = Triton X-100 1%, TRIS 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM
(Usado para extraer células en marcado por afinidad). Solucion concentrada 1x, 10x
en refrigerador

TTE -+ Inhibidores de Proteasas (Cocktail I, pepstatin, PMSF). Solucion concentrada
100x en congelador, 200x en refrigerador.

Solucién de TGF-B iodinado. Preparar solucion de trabajo en KRH-BSA.

NOTA: TGF-P es muy pegajoso, usar siempre tubos de polipropileno (opacos) para
preparar soluciones concentradas.

Ensayo de Binding

- Incubar las monocapas confluentes de c¢élulas en KRH-BSA 30 min / 37 °C.
(Esto es para remover las proteinas del suero que puedan disminuir la unién de
TGF-B y para remover TGF-$ endégeno unido a las células).

- Colocar las células sobre hielo, y lavar una vez con KRH-BSA frio (las células se
mantienen en frio de aqui en adelante).

- Adicionar la solucién de "*’I-TGF-B.
(Para placas de 24 pozos usar 500 pL / mL, para placas de 6 o 12 pozos usar 1 mL,
Usar de 50 — 100 pM. Para determinar la especificidad de la unién adicionar 10 nM
de TGF-B frio a un pozo).

- Incubar 3.5 hs / 4 °C en plataforma giratoria.
- Lavar las células 4 veces con KRH-BSA 4 °C (mantener las células en hielo).

- Si solamente nos interesa la unidn total: extraer las células con 500 pl de
amortiguador de solubilizacion por 40 min / 4 °C y contar los extractos; de lo
contrario proceder al Marcado por Afimdad.

Marcado por Afinidad

- Lavar las células 2 veces con KRH (para hacer el entrecruzamiento es necesario
remover el BSA acarreador presente durante la umoén).

- Preparar la solucidon concentrada de DSS en DMSO; y la solucién de
entrecruzamiento en KRH.

- Aspirar el KRH y reemplazar con la solucién de entrecruzamiento (500 pL/ml para
placas de 12 y 24 pozos; 1 ml para placas de 6 pozos) Solucion de
entrecruzamiento: 6 pl. de DSS 10 mg/ml. en DMSO por mL de KRH; la solucion

concentrada de DSS en DMSO se prepara fresco y se mantiene a temperatura
ambiente
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- Para ascgurar que la solucion de entrecruzamiento sea homogénea, preparar un
exceso de solucion adicionando la solucion concentrada de DSS a KRH frio y
mezclando inmediatamente, (NOTA: DSS es relativamente inestable en solucién
acuosa, por lo que la dilucién final se hace justo al momento de usarse).

- Incubar 15 min a 4 °C en plataforma giratoria.

- Lavar las células dos veces con STE-PMSF (El TRIS en este amortiguador s una
fuente de grupos amino que previene el posterior entrecruzamiento de proteinas
celulares).

- Remover el STE y remplazar con aproximadamente 1 mL de STE-PMSF

- Despegar las c€lulas usando un rastrillo o a chorro de pipeta en STE-PMSF

- Transferir las células a un tubo eppendorf

- Lavar las células con un volumen adicional de STE-PMSF, despegar nuevamente y
Juntar con la primera cosecha.

- Centrifugar 5,000 rpm 8 min.

- Aspirar el sobrenadante y resuspender el boton celular en TTE mas inhibidores de
proteasas. Disgregar el boton celular. (El volumen requerido depende del tamafio
del botdn celular, pero generalmente 50 - 100 pL son suficientes para placas de 6 y
12 pozos.

- Extraer 40 min / 4 °C en agitacion.

- Centrifugar 15 min / 4 °C 15,000 rpm.

- Recolectar sobrenadante, guardar a — 70 °C.

3. Marcado por Afinidad de Proteinas en Soluciéon
3.1 Soluciones y Reactivos

Triton X-100 10 % (solucién concentrada guardar a 4 °C)

TRIS 1 M pH 8 (esterilizar en autoclave)

DSS 10 mg / mL en DMSO PREPARAR FRESCO
3.2 Marcado por Afinidad de Proteinas en Solucién

- Resuspender en un volumen de 100 uL aproximadamente.

- Adicionar Triton X-100 a una concentracién final de 0.05 %

- Adicionar 'I-TGF-B a una concentracion final de 250 pM. Incubar 3.5 hs / 4 °C.
- Entrecruzar con DSS, concentracion final 0.1 mg/mL. Incubar por 15 min/4 °C.

- Detener la reaccion adicionando TRIS a una concentracidn final de 10 mM.

- La muestra esta lista para analizarse por SDS-PAGE.
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4. Transfeccién de Células Euncarioticas por el Método de Fosfato de Calcio
4.1 Reactivos y Soluciones
CaCh 5.0 M (Concentracién final 250 mM)

HEPES Bauffer Saline 2X (2X HeBS)

NaCl 164 g
HEPES 119 g
N3.2HP04 0.21 g
H,O 800 mL

Ajustar pH 7.05 con NaOH 5 N
Filtrar para esterilizar (filtro de nitrocelulosa de 0.45 pm)
Guardar a 4 °C (Para almacenamiento prolongado, alicuotar y guardar a — 20 °C).

NOTA: Es extremadamente importante un pH exacto para una transfeccion eficiente.
Elintervalo dptimo de pH es 7.05 — 7.12.

Glicerol 10 %

Preparar glicerol 10 % en PBS estéril.

4.2 Transfeccion de células eucarioticas por fosfato de calcio

- Crecer las células en placas de 100 mm de diametro hasta un 50 % de confluencia
(Opcional: cambiar medio 4 hs antes de la transfeccién).

- Poner en un tubo eppendorf estéril 10 ng de DNA de pldsmido, precipitar en etanol
toda la noche.

- Retirar el etanol con pipeta estéril, secar lo tubos en campana de flujo laminar.
Cuando el DNA este seco, resuspender en 250 pL de agua Milli Q estéril.

- Adicionar 250 pl. de CaCl; (soluciéon concentrada 0.5 M en agua Milli Q estéril) a
cada tubo y mezclar (vortex). Concentracion final del CaCl, 250 mM.

- Poner 500 ul. de 2X HeBS en un tubo conico de 15 mL estéril.

- Con la ayuda de un pipeteador automatico y una pipeta de 1 ml., burbyjear la
solucion de 2X HeBS mientras se adiciona gota a gota el CaCh-DNA. Mezclar
inmediatamente (vortex 5 seg). Reposar a temperatura ambiente por 10 min.

- Adicionar el precipitado (1 ml) directamente a las placas de 100 mm (espaciar las
gotas). El medio debe tornarse mas anaranjado. Debe de ser posible ver el
precipitado. Incubar 16 hs.

- Después de 16 hs.. retirar la solucion de precipitado (NO LAVAR), adicionar 3 mL
de glicerol 10 % precalentado. Incubar por 2 min aproximadamente (NO
INCUBAR POR MAS TIEMPO).
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- Adicionar 10 mL de PBS precalentado a la solucién de glicerol en las células, agitar
para mezclar y remover. Adicionar el volumen necesario de medio completo.
Incubar por 4 hs. (NOTA: Es importante diluir Ia solucion de glicerol en las células
con PBS antes de remover la solucién de glicerol a modo de que las células no estén
con el glicerol mucho tiempo. La exposicion excesiva al glicerol matara a las
células).

- Cambiar las células a medio selectivo.

Referencia: Modificado de [93].
5. Transfeccién de Células Eucariéticas por el Método de DEAE-Dextran
5.1 Reactivos y Soluciones

DMEM sin suero / HIGH Glucose

Cloroquina 10 mM

Preparar 5.159 mg / mL en agua (10 mM). Esterilizar. Alicuotar y guardar a — 20 °C
en obscuridad.

DEAE-dextran 10 mg/ mL
DEAE-dextran 10 mg / mL en H,O. Filtrar para esterilizar. Guardar a 4 °C.
10 % DMSO
10 % DMSO en PBS, filtrar para esterilizar. Guardar a 4 °C.
5.2 Transfeccion de células eucarioticas por DEAE-dextran
- Sembrar 600.000 c¢lulas por plato de 10 ¢m un dia antes de la transfeccion. (Esto
representa aproximadamente un pase 1:10.

- El dia de la transfeccion:

Preparar la mezcla de transfeccion como sigue (el ejemplo mostrado es para
4 transfecciones en platos de 10 cm).

a) Preparar DMEM (sin suero) /cloroquina:

DMEM sin suero  19.8 mL
cloroquina 10 mM 0.2 mL
volumen final 20.0 mL (volumen para 4 transfecciones)

b) Adicionar plasmido a una concentracion final de [ pg / ml. Para cada
plato de 10 cm preparar:
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DMEM sin suero / cloroquina 5.0 mL
Plasmido (hasta 10 pg de plasmido) 3—-10ulL
Mezclar bien (vortex)

¢) Adicionar DEAE-dextran:

DEAE-dextran 10 mg / mL 200 pL /5 mL
Mezclar bien (vortex)

- Remover medio de las células y lavar 2 veces con DMEM sin suero, usando de § —
10 mL por plato.

- Adicionar la mezcla de transfeccion; 5 mL por plato.

- Incubar las células en 3 — 4 hs / 5 % CO2 / 37 °C. Durante este tiempo checar las
células, buscar signos de dafio como vaculacién o retraccion.

- Dar choque de DMSO.
Remover mezcla de transfeccion / DEAE-dextran. Adicionar 5 mL / plato de DMSO
10 % en PBS. Esperar 1.5 a 2.0 min a temperatura ambiente. (NO MAS DE 2
MINUTOS). Diluir el DMSO con PBS, removerlo inmediatamente.

- Adicionar 10 — 12 mL de medio de cultivo completo. Incubar 37 °C / 5% COs,.

- El dia posterior a la transfeccion: Dividir las células por tripsinizacion y sembrar
para ensayo. Esperar de 1 — 2 dias mas para ensayar. (Se recomienda ensayar al
tercer dia después de la transfeccion).

Referencia: Modificado de [93].
6. Citometria de Flujo (FACS).
Reactivos, Soluciones y Materiales

Medio DMEM sm Suero

PBS

PBS-BSA 5 % (Preparar y esterilizar por filtracién. Guardar a 4 °C).

PBS-EDTA 5mM (Preparar al momento. Solucién concentrada EDTA 5 M)
Anticuerpos (Nota: el anticuerpo secundario se encuentra conjugado a un
fluorocromo que es excitable a 488 nm por un lasser de Argon).

Tubos para FACS (Tubos Falcon catalogo No. 2058).

6.2 Citometria de flujo

- Sembrar células a un 50 — 60 % de confluencia en platos de 3.5 cm de diametro.
Dejar que crezcan por aproximadamente 18 hs.

- Ayunar las células en DMEM sin suero, por 60 min (2 cambios / 30 min c/u).
Incubar 37 °C / 5 % CO,.

~ Colocar las células en cama de hielo, enfriar por 5 min. Lavar 2 veces con PBS-
BSA 5% frio.
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NOTA: De este punto en adelante todo en frio.

- Adicionar el primer anticuerpo en PBS-BSA 5%. Incubar 30 min / 4 °C / en
agitador orbital.

- Lavar 3 veces con PBS-BSA 5%.

- Adicionar el segundo anticuerpo en PBS-BSA 5%.Incubar 30 min / 4 °C / en
agitador orbital.

- Lavar 3 veces con PBS-BSA 5%.

- Lavar 1 vez con PBS-EDTA 5mM frio. Incubar en agitador orbital 10 min.

- Despegar las células a chorro de pipeta con 0.5 ml. de PBS-EDTA 5SmM y
colectarlas en tubos para FACS.

7. Magnetic Cell Sorting

7.1 Reactivos, Soluciones y Materiales

PBS-BSA 0.5 % - EDTA S mM

Magnetic Cell Separator (VarioMACS o SuperMACS)

Adaptador de columna y columnas

MACS MicroBeads para marcado de células (Anticuerpos conjugados a perlas

magnéticas

7.2 Separacion de células por citometria magnética

- Tomar 107 (pueden ser hasta 2 x 10® células totales) y resuspenderlas en 500 uL (Si
las células son adherentes, tripsinizar las células y recuperarlas por 3 hs en platos
para microbiologia. Desprender las células a chorro de pipeta, centrifugar (800 rpm /
8 min) y resuspender en 500 pL. de PBS-BSA en tubo eppendorf. Colocar las células
en frio.

- Adicionar el primer anticuerpo en PBS-BSA-EDTA. Incubar 30 min / 4 °C / en
agitacion.

- Lavar 3 veces con PBS-BSA-EDTA.

- Adicionar el segundo anticuerpo (MACS Micro Beads) en PBS-BSA-EDTA.
Incubar 30 min/ 4 °C / en agitacion.

- Lavar 3 veces con PBS-BSA-EDTA.

- Colocar el adaptador de columna y la columna en el magneto (VarioMACS). La
columna RS+ puede retener hasta 107 células positivas marcadas con perlas MACS
en un total de 2 x 10% células).

- Equilibrar la columna con 500 pl. de PBS-BSA desgasificado. El tiempo de llenado
de una columna es de 30 segundos a 3 min. La columna es de flujo controlado por
lo que no se seca.

- Tomar la suspension de células marcadas (aprox. 2 x 10® células totales maximo) y
colocarlas en la columna. Permitir que la suspensién de c€lulas corran a través de la
columna.

- Lavar con 2 - 3 x 500 pul. de PBS-BSA-EDTA. Las células colectadas son la

fraccion negativa.



APENDICE 97

- Retirar la columna del magneto. Cambiar a un tuvo de recoleccion nuevo.

- Bluir las células con 1 mi. de PBS-BSA-EDTA, empujar las células con el émbolo
de la columna. Las células colectadas son la fraccidn positiva.

- (Opcional) Repetir la separacion en upa columna nueva para incrementar la pureza
de la fraccion positiva.

- Las células colectadas se siembran en platos adecuados, dependiendo del tamafio de
la poblacién.
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Betaglycan, also known as the transforming growth
factor-§ (T'GF-B) type III receptor, is a membrane-an-
chored proteoglycan that binds TGF-$ via its core pro-
tein. Deletion mutagenesis anglysis has revealed two
regions of betaglycan ectodomain capable of binding
TGF-B: one at the amino-terminal half, the endoglin-
related region (Lopez-Casillas, F., Payne, H., Andres,
J. L., and Massagué, J. (1994) J. Cell Biol. 124, 557-568),
and the other at the carboxyl-terminal half, the uro-
modulin-related region (Pepin, M.-C., Beauchemin, M.,
Plamondon, J., and O’Connor-McCourt, M. D. (1994)
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 91, 6997-7001). In the pres-
ent work we have functionally characterized these li-
gand binding regions. Similar to the wild type receptor,
both regions bind TGF-£2 with higher affinity than TGF-
B1. However, only the endoglin-related region increases
the TGF-£2 Iabeling of the TGF-g type II receptor, the
so-called “I'GF-$ -presentation” function of the wild
type receptor. Despite this preference, hoth regions as
well as the wild type receptor mediate the TGF-82-de-
pendent Smad2 phosphorylation, indicating that they
can function indistingwishably as TGF-g-enhancing co-
receptors. On the other hand, we found that the recently
described ability of the wild type betaglycan to bind
inhibin A is a property of the core protein that resides in
the nromodulin-related region. Binding competition ex-
periments indicate that this region binds inhibin and
TGF- with the following relative affinities: TGF-g2 >
inhibin A > TGF-g1. All together, the present results
suggest that betaglycan ectodomain is endowed with
two bona fide independent ligand binding domains that
can perform specialized functions as co-receptors of dis-
tinct members of the TGF-8 superfamily.

Transforming growth factor-g (TGF-8)! is the prototype of a
superfamily of growth factors involved 1n the regulation of cell
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proliferation, differentiation, and development (1, 2). TGF-8
signals through a complex of transmembrane serine/threonine
kinase receptors, the TGF-8 type I and type II receptors. Li-
gand binding promotes the association between the type I and
II receptors. In this complex, phosphorylation of the type I
receptor kinase by the constitutively active type II receptor
kinase results in its activation. Active type I receptor phospho-
rylates members of a novel family of transeriptional regulators,
the Smads, which transduce the TGF-8 signal into the cell
nucleus (3, 4).

TGF-8 has two known co-receptors, betaglycan and endoglin,
which are transmembrane glycoproteins with large extracellu-
lar regions that bind TGF-B and small cytoplasmatic regions
without any clearly identifiable signaling motif (5-8). Betagly-
can is a membrane proteoglycan containing heparan and chen-
droitin sulfate chains whose core protein binds all three TGF-#
isoforms (9—11). Betaglycan is capable of fine tuning the avail-
ability of TGF-8 to the signaling receptors, thereby determin-
ing the outcome of the TGF-8 stimulation (12, 13). This
regulation is both positive and negative. Although the mem-
brane-bound form of betaglycan increases the binding of TGF-8
to the signaling complex, the soluble form of betaglycan pre-
vents this binding and therefore blocks the actions of TGF-3
(14). These effects are more dramatic for TGF-82, the isoform
for which betaglycan has higher affinity (15-17). Expression of
membrane betaglycan in cells that normally do not express this
co-receptor mcreases their binding to TGF-82 and corrects for
their low sensitivity to this TGF-§ isoform (18, 19). Presum-
ably, this effect is mediated by a TGF-B-nduced “presentation
complex” formed between membrane-bound betaglycan and the
TGF-8 type Il receptor {18, 20). However, the presentation
function is insufficient to account for the betagiycan strict
requirement for the epitheliai-mesenchymal transition leading
to the heart valve formation (21). This latter work has raised
the possibility of a more direct, albeit unknown, role of beta-
glycan in the TGF-8 signaling.

Betaglycan also interacts with type I receptors of another
TGF-B superfamily member. Lewis et ul. (22) shows that beta-
glycan also binds inhibin A and participates in a ternary com-
plex composed of the activin type II receptor and inhibin. This
complex mediates the inhibin antagonism of activin by a simple
and elegant mechanigm: the routing the activin type I receptor
into an inactive complex with betaglycan instead of the signal-
ing complex with activin and the activin type I receptor (22).
These findings indicate that betaglycan is a versatile co-recep-
tor for at least two distinet members of the TGF-8 superfamily
and open the question of the nature of the structural determi-
nants that make this versatility possible

This paper 15 available on hne at httpz//www.jbe.org
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The TGF-8 binding function of betaglycan is a property of its
ectodomain core protein. Although betaglycan GAG chains are
capable of binding basic fibroblast growth factor, they are dis-
pensable for TGF-g binding and TGF-32 presentation function
(8, 10, 14, 23). Amino acid sequence comparisons have disclosed
regions in betaglycan ectodemain with similarity to other re-
ceptors or extracellular proteins. The 260 residues at its amino-
terminal end have 28% similarity to the corresponding amino-
terminal portion of endoglin ectodomain (7), whereas the 330
residues at its carbozyl-terminal end have similarity to pro-
teins related to uromodulin (24) (Fig. 14). Several groups have
utilized deletion mutants of the wild type receptor to map the
ligand binding domain of betaglycan (14, 25-29). These studies
show the existence of two ligand binding regions in betaglycan
that roughly match to each half of its ectodomain, the mem-
brane-distal and the membrane-proximal regions (26). In the
present work we have characterized the functional properties
of these ligand binding regions. OQur results indicate that beta-
glycan ligand hinding regions are equivalent for its TGF-g8
isoform affinities and TGF-Z-enhancing function but differ in
their ability to bind inhibin A

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—T'GF-81 and inhibin A were from R&D Systems (Minne-
apolis, MN); TGF-82 was from Ciba-Geigy AG (Basel, Switzerland).
Restriction endonucleases and modifying enzymes were from Roche
Molecular Biochemicals. Buffers, salts, and protease and phosphatase
inhibitors were from Sigma-Aldrich. The expression vectors for the
human TGF-8 type Il receptor (tagged with the HA1 epitope) and the
human aetivin type 11 receptor (tagged with a carboxyl-terminal hexs-
histidine tail) have been described (18, 30).

Betaglycan Deletion Mutants—Betaglycan mutants were constructed
from the wild type rat betaglycan ¢DNA engineered with the human
c-My¢ epitope recognized by the monoclonal antibedy 9810 (18). Con-
struction. of deletion mutants A2, A3, A10, and gag ™ has been deseribed
{14). Mutant A1l (A45-409) was constructed from our previously de-
seribed A8 {A45-282) mutant. The construction of A8 was done by the
insertion at the Stul/Bell sites of the wild type betaglycan ¢cDNA of a
double-stranded oligonucleotide encoding, in addition to the A8 in-
tended changes, a novel Nael site (14). For the creation of All, A8 was
cut at the EcoRV site and at its engineered Nael site, and the resulting
large restriction fragment was self-ligated. Mutant A12 (A44—499) re-
sulted from the self-ligation of the large fragment produced by digestion
of the wild type c-Myec-tagged betaglycan vector with Stul and Xhol
followed by fithing-in with the Klenow fragment of the DNA polymerase.
In addition, untagged versions of A10 and A11 betaglyean mutants were
created and used 1n diverse experiments as indicated in the figure
legends. The soluble versions of the 410 and A1l mutants were ¢created
by suitable insertion of double-stranded oligonucleotides encoding a
stop codon preceded by a hexa-histidine carboxyl-terminal tal. For
soluble 410, the oligonucleotide was ingerted between the EcoRV and
Neol sites of wild type c-Myc-tagged betaglycan, and for soluble A1l at
the Neol and Avrll sites of ¢-Myc-tagged All. All DNA manipulations
were done and verified by nucieotide sequencing after standard tech-
miques {31,

Cell Culture, Transfections, and Generation of Baculoviral Straung—
CO8-1 and L6E3 cells were grown m Dulbecco’s modified Eagle's me-
dium supplemented with 10% or 204 fetal bovine serum, respectively
519 cells were grown in Grace’s msect cell culture medium (Life Tech-
nologies, Inc.) supplemented with 10% fetal calf serum, veastolate, and
lactalbumin hydrolysate. High five cells (H5, Invitrogen, Carlsbad, CA)
were grown in spinner flasks at 27 °C at 100 rpm using Express Five
serum-free medium {(Life Technologmes, Inc.) supplemented with 4 mom
glutamine For expression in COS-1 cells, the ¢cDNAs encoding the
diverse mutant betaglycan constructs were subcloned in the pCMV5
vector (32) For stabie L6EY cells transfections, the ¢DNAs encoding the
wild type betaglyenn and the untagged A10 and All mutants were
subcloned 1n the peDNA3 vector (Innitrogen). Transfer vectors for the
generation of baculoviral strains consisted of the pBlueBacd vector
(lnvitrogen) subclones of the mserts encodmg ¢-Mye and hexa-histidine-
tagged soluble 410 and 411 mutants. Transient transfections were done
by the dethyvluimnoethyldextran method (3 and assays were done
48 h post-trunsfection Stable LEEY transfection was done by the eal-
ciurmn phasphate precipitation method (34) Stable transfectants were

14589

selected with 400 ug/m) geneticin (Life Technologies, Inc.) and enriched
by three rounds of magnetic cell sorting using anti-betaglycan anti-
serum #822, which is directed against the ectodomain (18), and goat
anti-rabbit TeG magnetic mierobeads (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA).
The generation of recombinant baculoviral strains expressing the sol-
uble Al0 and All was done by co-transfection in Sf9 cells of the
pBlueBacd-based constructs with Bac-N-Blue DNA (Invitrogen) em-
ploying the caleium phosphate precipitation method.

Purification of Baculoviral Soluble AIO and All Proteins—High five
cells at a density of 2 X 10%ml were infected at a multiplicity of
infection of 10 with 2 high titer stock of the soluble A10 or A1l baculo-
virus, The conditioned media were harvested 48 h post-infection and
immediaiely processed. Conditioned media were supplemented with 1
mmM phenylmethylsulfonyl fiucride, spun at 11,000 rpm for 20 min at
4 °C to remove debris, concentrated 10 times using the Minitan ultra-
filtration system (Millipore, Bedford, MA), and subjected to immobi-
lizedd metal ion affinity chromatography using fast flow chelating
Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech). Chelating Sepharose (a
60-ml bead column) was loaded with 50 mm NiCl, and then equilibrated
in washing buffer (25 mm Hepes pH 7.5, 1 M KC], 20 mM imidazole, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride). The concentrated conditioned media
were leaded, and the column was washed with 6 volumes of washing
buffer and eluted with a 20~250 mM linear gradient of imidazole.
Identification of the fractions containing scluble A10 or All proteins
was done by SDS-PAGE and silver staining. Positive fractions were
pooled and concentrated ir an Amicon ultrafiltration chamber (Milli-
pore, Bedford, MA). After dialysis agamst phosphate-buffered saline
containing 1% (v/v} glycerol and 1 mu phenylmethylsutfonyl fluoride,
the recombinant soluble A1Q and All proteins were stored at —70 °C.,
This procedure usually yielded between 3 and 4 mg of homogeneously
purified proteins from each liter of conditioned media,

Affinity Labeling and Binding Assays—TGF-8 was radiolabeled with
[*2Tliodine using chloramine T (11), whereas a Iactoperoxidase method
was employed for inhibin A labeling (35). Binding assays, affinity la-
beling, and immunoprecipitations under native or denaturing/reducing
conditions were done as described (18). TGF-8 affinity iabeling in solu-
tion was done with the purified soluble A10 or All proteins (50 ng/
assay) as described before (14).

Smad2 Phosphorylatton Assay—Determination of phosphorylated
Smad2 was done by Western blot with anti-phospho-Smad2 (Ser465/
467) anti-serum (a generous gift of C.-H. Heldin, Uppsala, Sweden).
L6E9 myoblast cells expressing the wild type and hetaglycan mutants
were stimulated with 20 pM TGE-82 or TGF-g1 for 15 min. Cells were
lysed 1n TTE buffer (0.1% Triton X-100, 10 mm Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM
EDTA) supplemented with inhibitors of proteases (10 pg/m! leupeptin,
10 pg/ml antipain, 100 pgfmnl benzamidine hydrochloride, 50 pg/ml
aprotinin, 100 pgfm] soybean trypsin inhibitor, 10 pg/m) pepstatin, 1
mM phenylmethylsulfonyl fluoride) and phosphatases (10 mM sodium
pyrophosphate, 50 mM sodium fluoride, 100 uM sodium orthovanadate,
10 mm S-glycerophosphate). Equal amounts of protein from oell lysates
were separated by SDS-PAGE (9% gels), transferred to nitrocellulose
membranes, and probed with anti-phospho-Smad2. Equal loading of
Smad2 was verified by probing the membranes again with an anti-
Smad2 antibody (a generous gift of J. L. Wrana). Immunoblots were
revealed using the enhanced chemiluminescence (Amersham Pharma-
cia Bistech) and autoradiography.

RESULTS

Beteglycan Deletion Mutagenesis Has Identified 2 Independ-
ent TGF-B Binding Regions—At least 20 deletion mutants of
rat betaglycan have been created and assayed in eukaryotic
expression systems with the purpose of mapping its TGF-8
binding sites (14, 25-27). These studies identify two binding
regions that are approximately located at the membrane-distal
(amino-terminal) half {14, 27) and at the membrane-proximal
(carboxyl-terminal) half of betaglycan ectodomain (25, 26). Be-
cause these halves contain the regons of similarity to endoglin
and uromodulin, here we will refer to them as the E-related
and the U-related regions, respectively (Fig. 14).

To determine the functionai properties of betaglycan TGF-8
binding regions, we deaded to test therr lipand binding affini-
ties, TGF-32 presentation, and TGF-B2-enhancing functions.
For that purpose we constructed betaglyean mutants anale-
gous to those described by Pepin ef al (25). te. lacking the
anuno-terminal half of betaglvean ectodomain. Our new trun-
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Fic. 1. Betaglycan mutants and
their TGF-g binding activity. A, the
rat betaglycan mutants employed in this
study are presented schematically. The
amuno acids deleted are indicated in pa-
rentheses. Betaglycan GAG attachment
sites at serines 535 and 546 (circles), its
signal peptide (bleck box), and the posi-
tion of its cysteines (dots) are imdicated.
The cell piasma membrane (stripped bor)
and the ¢-Myc epitope tag (asterisk) are
also indicated, Untagged versions of the
wild type betaglycan and its A10 and Al1
mutants were alse used in the present
work as described in the correspending
figure legends. Regions of sequence simi-
larity to endoglin and uromodulin are in-
dicated as shadowed and cross-hatched
boxes, respectively. Flanking the uro- B
medulin-related region there are se-
quences (empty boxes) without similarty
to known proteins. Within the uromodu-
lin-related region, there is an additional
short region of similarity to endoglin that
includes its first three cysteines (7). A
dashed line drawn through residues 409~
410 indicates the boundaries of the mem-
brane-distal (E-related} and membrane-
proximal (U-related) TGF-8 binding
regions of betaglycan ectodomain, COS8-1
cells were transienily transfected with
the empty expression vector (pCMV3) or
the indicated c-Myctagged betaglycan
mutants (8) or with the indicated un-
tagged betaglycan mutants (C). Two days
post-transfection the cultures were affn-
ity-labeled with 200 pM 2] Jabeled C
TGF-81 (B} or 200 pM ®]-labeled TGF-52
(). Cell lysates were immunoprecipi-
tated with the anti-c-Myc 9E10 mono-
clonal antibody (B) or with the anti-beta-
glycan ectodoman rabbit antiserum #822
{C). The immunoprecipitates were sepa-
rated by SDS-PAGE and visualized by au-
toradiography (B) or phosphonmager
scanmng (C) of the gels Migration of mo-
lecular mass standards (1n kDa) and the
position of cross-linked oligomers of some
mutant receptors (arrowheads) are indi-
cated. W.T., w1ld type betaglycan.

cated mutants 411 and A12 lack residues 45409 (A45-409)
and 44-499 (144-499) of wild type rat betaglycan, respec-
tively (Fig. 14). Mutants A11 and Al2 are complementary to
the set that we have described before (14). In particular A11,
which lacks the entire amino-terminal half, is the complement
of our previous 410 {A410-781) mutant, which lacks the entire
carboxyl-terminal half of the ectodomain. Mutants All and
A12 along with the wild type betaglycan and our previously
characterized A2 (A200-500), A3 (4499-783), A10, and gag”
mutants (14), were tested for TGF-8 binding activity, For that
purpose, COS-1 cells transiently transfected with these mutant
vectors were affinity-labeled with '**I-labeled TGF-31 or 1.
labeled TGF-32. Betaglycan-specific labeled products were reo-
vealed by immunoprecipitation of the cell lysates followed by
SDS-PAGE and auteradiography (Fig. 1, B and C) As reporied
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before, the wild type betaglycan appeared as a “part time”
proteoglycan, that is, a GAG-containing preduct of smeared
mobility above 200 kDa plus the 130-kDa core protein (Fig. 1,
B and C, lgnes 2). Also as before, the gag™ mutant showed
exclusively ag a core protein, devoid of GAG chains (Fig. 1B,
lane 3). The gag™ betaglycan is a double point mutant of the
serines that have been shown to be the GAG chain acceptor
amino acids (5535, 546A), and therefore, it is not processed as
a proteogiycan; however, it displays the wild type receptor
TGF-B binding activity (14). Mutants A10 and 43, which do not
contain the serines 535 and 546, also appeared as core proteins
with relative mobilities of ~85 and 97 kD}a, respectively. The
high molecular weight affinity-labeled proteins exhibited by
gag . A10, and A3 mutants (Fig. 1, B and C, arrowhears),
result from eross-linked dimeric and olipomeric forms of these
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mutant receptors {14, 25). In agreement with Pepin et al. (25),
our new All mutant, which includes all the 10 cysteines resi-
dues that define the uromodulin similarity (24), alsc bound
TGF-81 and TGF-82 (Figs. 1, B, lane 6, and C, lane 4). The
protein expressed by All was affinity-labeled both as a core
protein of ~95 kDa as well as a proteoglycan (smear hetween
120-194 kDa), as could be expected since it contains the
serines 535 and 546. Mutant A12, which lacks residues 44—499
of betaglycan core protein, including the first two cysteines of
the U-related region, did not bind any of the three TGF-g
isoforms (Fig. 1B, lane 8, and data not shown). In addition, the
empty pCMV5 vector and our previously reported A2 mutant
were included in these experiments as negative controls, The
TGF-5 binding incapacity of A2 and A12 was not due to lack of
expression. All the deletion mutants shown in Fig. 14 were
verified for cell surface expression by fluorescence-activated
cell sorter analysis using the appropriate antibody (data not
shown). In summary, the analysis of our new mutants along
with those previously described confirmed the existence of two
discrete regions of betaglycan ectodomain with TGF-g binding
activity. The functional characterization of these regions,
which are located between residues 45-410 and 410-781 and
are present in our A10 and in A11 mutants, respectively, will be
presented in the following sections.

Both Betaglycan Ligand Binding Regions Bind TGF-81 and
TGF-B2 with Relative Affinities Similar to the Wild Type Re-
ceptor—As a first step to characterize the betaglycan TGF-8
binding regions, we assayed the A10 and A1l mutants in bind-
ing competitions with the g1 and 82 isoforms. As a reference,
we also tested the wild type betaglycan, which has a charac-
teristic higher affinity for TGF-82 that is revealed by a very
weak TGF-S2 binding competition by the other isoforms (15—
17). For this purpose, COS8-1 cells were transfected with the
wild type betaglycan, the A10, or the All, pCMV5-based con-
structs and subjected to a ***I-labeled TGF-B2 binding assay in
the presence of increasing concentrations of competing unla-
beled TGF-B1 or TGF-382. As expected for the wild type beta-
glycan, 50% of its binding of 50 pm 25I-labeled TGF-82 was
prevented by ~3 nM cold TGF-32, whereas it was not affected
by concentrations as high as 10 nM cold TGF-g1 (Fig. 24, WT).
The Al0 and A1l mutants exhibited 25[-]labeled TGF-32 total
binding and competition patterns that are similar to those
observed in the intact receptor, indicating that they have the
same TGF-B isoform relative affinities as the wild type beta-
glycan (Fig. 24, A10 and A11).

To demonstrate that these TGF-g8 binding properties are
intrinsic to these regions, we did a similar #*T-labeled TGF-82
binding competition analysis with the purified soluble forms of
the A10 and A1l mutants (Fig. 2B). For this purpose we created
baculoviral straing of soluble A10 and A1l whose protein prod-
ucts could be secreted into the conditioned media of infected
insect cells. Since the soluble A10 and soluble All mutants
were engineered with a hexa-histidine carboxyl-terminal tail,
they could be purified to homogeneity by immobilized metal ion
affinity chromatography as described under “Experimental
Procedures.” Purified soluble A10 and soluble All proteins
were subjected to affinity labeling in solution with & constant
amount of ***I-labeled TGF-B2 and increasing amounts (from
0-2 nM} of competing unlabeled TGF-B1, or TGF-82. Purified
soluble A10 and soluble Al1 are glycoproteins with a molecular
mass of 52 and 63 kDa, respectively (data not, shown), which
after “*ST-labeled TGF-B2 cross-linking, migrate just below and
above and 64-kDa marker (Fig. 2B). The amount of labeled
soluble A10and soluble A11 was quantified from the Phosphor-
Imager (Moleculur Dynamics) scans of the SDS-PAGE gels and
plotted as the pereent of affimity-labeling competition apamnst,
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the cold competitor concentration (Fig. 2B, right panels). Sim-
ilar to what was observed for their membrane counterparts, the
half-maximal homologous competition of the TGF-82 labeling
was at least one order of magnitude higher than the TGF-81
heterologous competition. Taken together, the data suggested
that the relative affinities of both membrane-bound and seluble
A10 and A1l mutants for TGF-81 and TGF-p2 are very similar
to each other and to the wild type betaglycan.

TGF-B2 Presentation Function of Betaglycan Ligand Binding
Regions—Since both betaglycan TGF-8 binding regions have
TGF-£2 binding affinities that are comparable with those of the
intact receptor, we decided to test whether or not they con-
served the TGF-32 presentation function of the wild type be-
taglycan (6, 18, 20). This presentation function refers to the
capacity of the membrane-bound betagivean to increase the
TGF-52 labeling of the TGF-8 type I receptor. Presumably,
this function accounts for the enhanced potency of the TGF-82
isoform in the presence of betaglycan (18). To measure the
TGF-B2 presentation function of betaglycan TGF-8 binding
regions, we co-expressed a few of our ¢-Myc-tagged mutants
along with the human TGF-8 type II receptor by transient
transfection of COS-1 cells. The type II receptor ¢cDNA used in
this experiment has been tagged with the influenza virus he-
magglutinin HA1 epitope that is recognized by the monocional
antibody 12CAS5 (36). After co-transfection, these cells were
affinity-labeled with 2*[-labeled TGF-82, and the cell lysates
were subjected to denaturation and reduction and then to im-
munoprecipitation with either the anti-c-Myc antibody 9E10
(37) or the anti-HA1 antibody. The immunoprecipitates were
resolved in SDS-PAGE and revealed by autoradiography. The
denaturation and reduction step abrogates any noncovalent
complex formed between the two receptors during the sffinity
labeling, thus preventing their co-immunoprecipitation. The
anti-c-Myc immunoprecipitates revealed that the TGF-82-la-
beled c-Myc-betaglycan mutants (Fig. 34} exhibit gel migration
patterns similar to those observed with TGF-81 (Fig. 1B). This
suggests that the co-expression of the TGF-§ type II receptor
did not alter the binding properties of the betaglycan mutants;
however, the labeling of the former was regulated by the expres-
sion of the latter. The anti-HAJ immunoprecipitates revealed the
extent to which the co-transfection partner enhanced the labeling
of the type II receptor (Fig. 3B). Co-transfection with the wild
type betaglycan, either in its proteoglycan (W.T') or core protein
form (gag™) resulted in an increased labeling of the type Il re-
ceptor (Fig. 3B, lanes 5 and 6). Co-transfection with the empty
pCMV5 vector resulted in negligible labeling of the type IT recep-
tor, revealing its endogenous poor TGF-82 binding activity (are
1, Fig. 3B). Similarly, co-transfection with A2 or A12, mutants
without TGF-82 binding, resulted in 2 barely detectable increase
in the labeling of type II receptor (when compared with the empty
vector, lares 2 and 3, Fig. 3B), which may be regarded as non-
specific “background” of this kind of experiments. Co-transfection
with 411, which had a level of TGF-52 labeling similar to the wild
type betaglycan (lanes 4 and 5, Fig. 34), resulted only in a slipht
increase over the background level of labeling of the type II
receptor (compare lane 4 against lanes 2 and 3 in Fig 3B). On the
other hand, co-transfection with A3 or A10 resulted in an approx-
imate 2- or 3-fold increase, respectively, over the level of type II
receptor labeling promoted by the wild type betaglycan (compare
lanes 7 and 8 against [anes 5 and 6 in Fig. 3B). Thus, despite
sharing the property of binding TGF-82, the A3, Al10, and All
betaglycan mutants are not equal in their ability to “present” this
isoform to the TGF-8 type I1 receptor

To confirm that this effect also could be observed with the
endogenous type I receptor and that it did not depend on any of
the epitope tags present in the tested receptors, we analyzed the
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100 pm **I-labeled TGF-A2 in the absence 4 § 751
(C) or presence of the indicated concentra- "
tion of competing unlabeled TGF-gl or 120 - o P
TGF-82. After cross-linking with disue- 87 - "o" = S0
cinimidyl suberate, the labeling reactions &4 [ '5
were quenched with Tris-Cl and immuno- TomE e Aaeon g #
precipitated with anti-betaglycan anti- 39 - S 25
serum #822, and the immunoprecipitates
were revealed by SDS-PAGE and phos- 26 -~
phorimager scanning (eft peneis). The 0
percentage of competition was estimated 0o 05 10 15 20
from densitometnc analysis of the labeled
saluble AIQ and soluble ALL using the
ImageQuant Software and plotted Sol A1 TGF-§| TGF_B: Sol A1
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TGF-B2 presentation function of the untagged betaglycan mu-
tants in rat L6E9 myoblasts. For that purpose we transfected
L6E9 cells, which normally do not express betaglycan (6, 18),
with the wild type and the A10 and 411 betaglyean mutants and
used magnetic bead immunoabsorption to obtain enriched pools
of stable transfectants. The enriched pools were subjected to
affinity labeling with 150 pM **I-labeled TGF-82, and the iden-
tity of the labeled products was revealed by specific immunopre-
cipitation under nondenaturing conditions (Fig. 3C). At this
TGF-32 concentration, the level of labeling of control-transfected
L6E9 cells was practically neglipible (Fyg. 3C, lanes 4-6). On the
other hand, expression of the wild type betaglycan resulted in a
significant increase in the labeling of the endogenocus type 11
receptor (Fig. 3C, compare lanes 3 and 6). This effect, which has
been observed before, 1s due to an merease in TGF-82 relative
affinity of the endogenous type I receptor in the presence of

a0 95 10 15 20
TGF B (nM)

betaglycan rather than to an increase n the amount of the
receptor (6, 18). Also, as has been observed before (18}, in the
presence TGF-A2 the endogenous type II receptor forms a com-
plex with betaglycan that can be demonstrated by co-immuno-
preciprtation with specific receptor antibodies (Fig. 3C, lanes
2-3). In this kind of assay, the betaglycan mutant A10 was
capable of increasing the TGF-32 labeling of the endogenous type
I1 receptor and of forming an immunoprecipitable complex with it
(Fig. 3C, lanes 10-12). However, and similar to what was ob-
served In co-transfected COS-1 cells, the A1l mutant efficiently
bound TGF-A2 but fails to increase the labeling of the type 11
receptor (Fig. 3C, lanes 7-9).

Both Betagiycan Ligand Binding Hegions Enhance the TGF.
{12-dependent Smad?2 Phosphoryletion—The data presented in
Fig. 3 mdicated that the TGF-82 presentation function of be-
taglycan 1s a property of the E-refated region and. therefore,
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anti-myc

Fic. 3. TGF-p2 presentation activ-
ity of betaglycan mutants. A and B,
COS-1 celis were transiently co-frans-
fected with the HAI1 epitope-tagged
TGF-8 type II receptor (TRRII/HA) vec-
tor and the indicated c-Myc-tagged beta-
glycan mutants or the empty expression
vector (pCMV5). Two days post-transfec-
tion the cultures were affinity-labeled
with 100 pM ***Ilabeled TGF-82, and the
cell lysates were denatnred by beiling in B
the presence of SDS and dithiothreitol.
Then, one-half of the cell lysate was im-
munoprecipitated with the 9E10 mono-

clonal anti-c-Myc antibody (A) and the anti-HA
other half with the 12CA5 monoclenal an-

t1-HA antibody (B). The immunoprecipi-

tates were separated by SDS-PAGE and TBRIHA -»

visualized by autoradiography of the gels.
C, cultures of LEES cells, stably trans-
fected with indicated untagged betaglyecan
(BG) mutants or the empty expression vec-
tor (pcDNA3), were affinity-labeled with
150 pM *®L.labeled TGF-£2. Equivalent
aliquots of their ceil lysates were immuno-
precipitated with the anti-betaglycan anti-
serum {#822) or with the anti-TGF-g type C
Il receptor antibody (121, Santa Cruz). The
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immunoprecipitates as well as an aliquot of
the total cell lysates (T) were separated by
SDS-PAGE and wisualized by phosphorim-
ager scanning of the gels. WT, wildtype
betglycan.

strongly suggested that this ligand binding region would pref
erentially enhance the TGF-B2 signals. To evaluate this possi-
bility, we decided to determine how the expression of the A10
and All mutants affected the TGF-p2-induced Smad2 phos-
phorylation in LEE9 cells. We chose to measure Smad2 phos-
phorylation because it is one of the earliest steps in TGF-8
signaling and could most directly reveal if the TGF-2 presen-
tation function of betaglyean had any effect in the TGF-8 path-
way (38). Also, to rule out any possible idiosyncratic behavior of
a single clones, we preferred to employ for this experiment the
pool of stable L6E9 transfectants analyzed in Fig. 3C and to
include as an additional negative controls, the untransfected
L6E9 cells. These cells were treated with 20 py TGF-p2 for 15
min, and their lysates were separated in SDS-PAGE and blot-
ted for immunodetection with an antiserum that recognizes
Smad?2 phosphorylated at serines 465 and 467 (39). It has been
demonstrated that these Smad? serines are the phosphoryla-
tion target of the activated TGF-B type I receptor kinase (40,
41 The phopho-Smad? signal was normalized using as a stand-
ard the amount of total Smad2, as detected by probing
the stripped blot with an antiserum that recogmizes ail forms of

-
m[
K-
ToRn-> &
1

Smad2 (42). Control untransfected L6ES or pcDNA3-transfected
cells did not significantly increase basal phosphorylation of
Smad2. As it was expected for the wild type betaglycan, its
expression caused a 1.9-fold increase in the Smad2 phospho-
rylation. Surprisingly, expression of the A10 or A11 betaglycan
mutants caused similar increases of Smad2 phosphorylation,
3.0- and 3.2-fold, respectively (Fig. 4}, The experiment shown in
Fig. 4 is representative of a total of three in which the same
result was observed, namely, that both betaglycan ligand bind-
ing regions were equally capable of enhancing the TGF-B2-
induced Smad2 phosphorylation. Importantly, this short term
exposure and limiting cencentration of TGF-82 was required to
demoenstrate any betaglycan dependence of the Smad2 phos-
phorylation. Similar treatment with TGF-81 or lonpger treat-
ment with higher concentrations of TGF-g2 (50 pm) caused
equivalent mcreases of the Smad2 phosphorylation in the
tested cell pools (data not shown). Overall, these experiments
indicate that the E- and U-related regions, desapite their con-
trasting TGF-g presentation ability, both enhance the TGF-g
signal as well as the wild type betaglyean. In addition, this
enhancement occurs in a TGF-A 1soform-specific manner and
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Fic. 4. TGF-$2-enhancing activity of betaglycan mutants, Cul-
tures of untransfected L6EY cells or pools of LGED cells stably trans-
fected with indicated untagged betaglycam mutants or the empty ex-
pression vector (pcDNA3) were treated with 20 py TGF-82 (+) or with
the plain medium (—; DMEM plus 0.2% FBS) for 15 at 37 °C. After
treatment the cultures were quickly chilled and lysed in the presence of
phosphatase and protease inhibitors. Equivalent amounts of cell lysates
were geparaied SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose mem-
branes for immunoblotting with antibodies that recognize Smad?2 (Tetal
Smad?2) or, specifically, its phosphorylased form (PO -Smad?2). WT, wild
type betaglycan.

only under limiting concentirations of the factor.

Betaglycan Ability to Bind Inhibin A Resides in Its U-related
Ligand Binding Region—Recently it has been described that
betaglycan binds inhibin A, enhances inhibin A binding to the
activin type II receptor, and establishes a receptor complex
that mediates the inhibin antagonism of activin (22). There-
fore, we determined whether or not the inhibin A binding
function of betaglycan could be assigned to any of its 2 TGF-8
binding regions. For that purpose, we transfected COS-1 cells
with the wild type betaglycan or its mutants alone or in the
presence of the activin type II receptor and measured their
1251 labeled inhibin A binding. Table I shows the total counts
bound to these cells in one representative experiment of the
three performed with similar results. Cells transfected with the
wild type or the gag™ betaglyean vector had higher inhibin A
binding than the pCMV5-transfected control cells. These re-
sults are in agreement with those of Lewis et al. (22) and
indicate that betaglycan GAG chains are dispensable for the
inhibin A binding. In all the experiments performed, the A1l
mutant exhibited inhibin A binding that was comparable with
that of the cells expressing the wild type or the gag™ betagly-
can. On the other hand, the A10 mutant consistently showed
inhibin A binding that was similar to pPCMV5-transfected con-
trol cells. COS-1 cells transfected with the activin type II re-
ceptor also exhibited inhibin A binding above the control cells.
As expected, the inhibin A binding of cells expressing the
activin type II receptor could be further increased by co-trans-
fection with the wild type, the gag™ betaglycan, or the All
vectors. However, the A10 mutant could only marginally in-
crease the inbibin A binding of the type II activin receptor.
These results suggest that the intrinsic inhibin A hinding ca-
pacity of betaglycan resides exclusively in the U-related ligand
binding region.

To probe the relative affinities of this region for its TGF-B
superfamily ligands, the binding of 50 pu **5I-labeled inhibin A
was competed with a 10- and 100-fold excess of unlabeled
TGF-g1, TGF-$2, or inhibin A. This experiment, shown in Fig.
5, confirms that the U-related region, but not the E-related
region, binds inhibin A as efficiently as the wild type and gag™
betaglycan. A practically complete homologous competition of
this binding could be cbtained with 0.5 oM unlabeled ligand.
However, 1n the heterologous competition, even at 100-fold
excess, TGF-81 could only partially compete the inhibin A
binding. On the other hand, TGF-82 was a strong competitor of
the inhibin A binding, exhibiting degrees of competition that
are indistinguishable from those observed with the homologous
hgand. Interestingly, the binding of 100 py "**L-labeled TGF-g2
to wild type betaglyean orits gag . A10, and A11 mutants could
not be competed at all by 7 nw inhibin A (data not shown), All

Betaglyean Ligand Binding Domains

together, these experiments suggest that, although the E-re-
lated ligand binding region of betagiycan binds only TGF-8, the
U-related region also binds inhibin A with the following rela-
tive affinities: TGF-82 > inhibin A > TGF-B1.

DISCUSSION

Betaglycan belongs to a class of cell surface receptor mole-
cules that regulate the access of ligands to the signaling recep-
tors. The functional relevance of this growing class of co-recep-
tors is exemplified by cell surface heparan sulfates, which are
necessary for the high affinity binding and signaling of basic
fibroblast growth factor (43, 44). Betaglycan is a particularly
interesting and versatile co-receptor because it modulates the
effects of at least three members of the TGF-g superfamily. In
one hand, membrane-bound betaglycan positively regulates
TGF-8, whereas in the other, it mediates the inhibin antago-
nism of the activin signal (18, 22). Furthermore, a soluble form
of betaglycan capable of binding TGF-3 with high affinity has
been found in serum and extracellular matrix (45). A recombi-
nant version of scluble betaglycan binds, sequesters, and
thereby antagonizes TGF-B, playing an opposite role to the
membrane-bound counterpart (14). Because of these dual ac-
tions, it has been proposed that betaglycan could be one of
TGF-8 major in vive regulators (46). To fully understand and
take advantage of betaglycan properties, it is necessary to
characterize its interactions with its different ligands and sig-
naling receptors. Betaglycan binds inhibin A and ail three
mammalian TGF-3 isoforms through its ectodomain core pro-
tein, which is disproportionally large when compared with the
ectodomains of the corresponding signaling receptors. The re-
gional similarities that betaglycan ectodomain exhibits with
endoglin (7) and with a class of extracellular proteins related to
uromodulin (24} suggest a modular design with separate do-
mains. Interestingly, this modular design seems to adjust well
te the identified regions of TGF-8 binding activity. Several
groups have used deletion mutants of rat betaglycan to map
betaglycan TGF-g binding regions (14, 25-29). This experimen-
tal approach has revealed two ample portions of betaglycan
with TGF-g binding activity that approximately correspond to
each half of its ectodomain, the membrane-distal (E-related)
and the membrane-proximal (U-related) regions (Fig. 14). In
the present work we report the creation of additional betagly-
can mutants that contain the U-related regions (A1l and A12)
and, thus, complete our previously described set of mutants
{14). The availability of these new mutants has provided us
with the materials to study the functional properties of these
regions.

The TGF-§ affinity labeling of our new and a few selected old
mutants (Figs. 1, B and C, and 3A) confirmed the presence of
TGF-8 binding activity in the E-related region, present in mu-
tants A3, Al0, and in the U-related region, present intact in
mutant All. In addition, we have found that these regions have
TGF-8 binding affiruties that are very similar to the intact
receptor. Ligand binding competitions (Fig. 2) indicate that A10
and All exhibit the same relative TGF-g affinities, approxi-
mately one order of magnitude higher for TGF-82 than for
TGF-g1. This TGF-3 isoform selectivity has been shown before
for the intact wild type receptor (15-17). Interestingly, when
the E-related and the U-related regions are expressed as solu-
ble receptors, they have the same relative TGF-3 affinities of
their membrane counterparts and the wild type receptor. These
results further support the possibility that the residues in the
E- and U-related regions may constitute bona fide independent
structural domains of the betaglyean extracellular region.

Nonetheless, the precise determination of the sites or resi-
dues involved 1n the ligand binding activity in these domams
will be difficult to obtain by further analysis of betaglycan-
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TamiE I
Betaglycan mutants and their inkibin A binding activity
COS-1 cells were transiently co-transfected with the indicated untagged betaglycan vector and the empty expression vector {pCMVE) or the type
11 activin receptor (ActRII) vector. Two days after transfection the cells were labeled with 125 pm ***I-labeled inhibin A, and the bound ligand was
counted. The bound counts were normalized using as the unit the counts bound by the pCMV5 vector alone or in the presence of the ActRI}, and

the normalized values are shown within parenthesis.

pCMV3 Wild type A10 all gag
Without ActRII 1,918 (1.0} 4,333 (2.3} 1,722 (0.9 8,070 (4.2) 9,475 {4.9)
In the presence of ActRII 10,182 (1.0) 27,614 (2.7) 15,655 (1.5} 26,762 (2.6) 42,088 (4.1)
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F1c. 5. Ligand binding competition of inhibin A binding of the betaglycan mutants. COS-1 cells were transiently transfected with the
empty expression vector (pCMVE) or the indicated untagged betaglycan vectors. One day after transfection, the cells were split into 24.well plates
for assay. On the next day, cells were labeled with 50 pM ‘Z1-labeled inhibin A in the absence (C (closed bars)) or in the presence of the indicated
concentrations (0.5 or 5.0 nM) of cold TGF-81 (cross-hatched bars), TGF-52 (dotted bars), or inhibin A (empty bars). The bound iodinated ligand is
plotted agamnst the indicated unlabeled competitor. WT, wild type betaglycan.

truncated mutants, an approach that has met with puzzling
results. As an example is the case of our previously published
Al (A45-199), A5 (A200-285), A8 (A45-282), and A9 (A287—
409) mutants, which despite having complete the U-related
region, do not bind TGF-8 {14). A plausible explanation for this
inability is that the portions of the E-related region that were
not dejeted in Al, A5, A8, and A9 indirectly affect the TGF-8
binding activity of the U-related region by a “downstream fold-
ing effect.” Presumably, the leftover segments of the upstream
E-related region in these mutants would cause an improper
folding of the downstream U-related region and thereby loss of
its TGF-g binding activity. The incomplete maturation of the
mutant receptor, which would be another consequence of its
putative improper folding, has been ruled out for all our mu-
tants {old and new), since each one of them has been shown to
reach the cell surface. Downstream folding effects may also
explain the discrepancies in TGF-B binding activity shown by
mutants that lock alike. A case in point is our inactive A12
(A44—499} mutant (Figs. 1 and 3), which is very similar to the
active A 44564 and A 44-575 mutants published by the group
of (¥Connor-McCourt (25). The removal of the first two cys-
teines that define the uromoedulin similarity of the U-related
region, as in mutant Al2, renders this TGF-8 binding region
inactive., Surprisingly, O’Connor’s group has found that the
additional remeval of the third or the third and fourth of these
cysteines, as in their mutants A 44-564 and A 44575, do not
affect the binding activity of the U-related region (25}, This
would suggest that downstream folding effects impair the ma-
jor determinants of the TGF-g binding activity of the U-related
region in a very unpredictable manner. Also, these results
would indicate that the last 213 residues of the U-related
region are the most relevant for its TGF-g binding activity;
unfortunately, further deletion of residues within this region
has been uninformative. The inactivity of their A 44--596 mu-
tant has been attributed to improper maturation of the mutant
receptor, making it difficult to assess its intrinsic TGF-8 bind-
ing activity (26). In view of the shortcomings of the analysis by
deletion mutants, it 15 likely that the precise determination of
the residues directiy involved m the TGEF-g-binding activity of
betaglycan E- and U-related regions will require the use of

biophysical technigues. These techniques, such as x-ray diffrac-
tion or nuclear magnetic resonance could be employed with our
purified soluble A10 and A1l mutants.

Another issue addressed in this work is the TGF-82 presen-
tation activity of the betaglycan TGF-3 binding regions. We
and others have demonstrated that the endogenous low affinity
that the type II receptor has for TGF-32 is compensated by the
TGF-g presentation activity of the membrane-bound wild type
betaglycan (18, 20). We evaluated the TGF-82 presentation
activity of the betaglycan TG¥F-8 binding regions by determin-
ing the extent of TGF-S2 Iabeling that they confer to the type I1
receptor. For that we performed two kinds of experiments; in
one we used epitope-tagged receptors in transiently transfected
CO8S-1 cells (Fig. 3, A and B), and in another we used stably
expressed untagged receptors in L6EY cells (Fig. 3C). Both
experiments led, essentially, to the same conclusion; the TGF-3
binding regions of betaglycan have opposite ability to present
this TGF-f isoform to the type II receptor. In both experiments
the basal level of TGF-32 binding of type Il receptor, either the
one endogenously present in the LEE9 cells or the one tran-
siently transfected in COS-1 cells, is negligible in the absence
of betaglycan (Fig. 3, B and C). In COS-1 cells, co-transfection
with the wild type betaglycan or its gag™ mutant preatly in-
creased the TGF-52 labeling of the type 1I receptor. Co-expres-
sion of All, the betaglycan mutant encoding the complete
U-related region, did not promote the same level of binding. At
best, ALl improved the levels obtained with mutants deveid of
TGF-g binding activity, which may be regarded as background.
Similarly, when the A11 mutant was expressed in L6E9 cells, it
did not increase the TGF-82 binding of the type II receptor. On
the other hand, in COS-1 cells, co-expression of A10 or A3
betaglycan mutants encoding the complete E-related region
promoted the type II receptor TGF-g2 binding at levels even
higher than those observed with the wild type betaglycan. In
the L6E9 cells, the expression of the A10 mutant alse increased
the labeling of the type II receptor; however, in this case the
wild type betaglycan was a better TGF.82 presenter than the
A10 mutant. The shightly better labeling of the L6E9 endoge-
nous TGF-3 type II receptor in the presence of the wild type
betaglycan than in the presence of the A10 mutant contrasts
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with the opposite situation in the COS-1 cells experiment (com-
pare the AI0 and WT lanes in Figs. 3, B and C). However, very
little can be said about the structure or nature of the interact-
ing receptors based on this result. The experiments shown in
Figs. 3, B and C correspond to different type of assays. [n one
we used a transiently expressed, tagged human type II recep-
tor, whereas in the other, an untagged endogencus rat receptor
was evaluated. These facts, added to unknown TGF-8 eross-
linking efficiencies for these receptors, would make any quan-
titative conclusion derived from these results unreliable. None-
theless, the finding that the E-related region confers better
TGF-2 labeling of the type II receptor than the U-related
region is evidenced by the two types of assays shown in Fig. 3.
Based on these observatiens, it was reasonable to guess that
the E-related region would be responsible of the TGF-82 fune-
tional enhancement property of the wild type betaglyean. Con-
trary to this expectation, our experiments measuring the TGF-
p2-dependent Smad2 phosphorylation indicated that both
ligand binding regions were equally capable of performing that
function (Fig. 4). This fact raises & paradox which indicates
that the so-called TGF-8 presentation function is, very likely,
an artifact of the cross-linking step during the affinity labeling.
These results also indicate that without sustaining functionat
experiments, affinity labeling data should be interpreted very
cautiously.

The last issue addressed in this work is related to the beta-
glyean inhibin A binding ability. Here we have shown that the
intrinsic inhibin A binding capacity of betaglyean is confined to
the U-related ligand binding region and that the GAG chains
are dispensable for this capacity. Additionally, these findings
suggest that the U-related region is the one that creates with
the fype II activin receptor the high affinity inhibin binding
site, and that is the most likely candidate to mediate the
inhibin antagonism of activin. This raises another question of
why two polypeptide sequences so distinct from each other, as
is the case for the E- and U-related regions, have such peculiar
ligand binding properties. Their similar TGF-B binding and
functional properties, their different inhibin A binding abili-
ties, phus the fact that they are confined to discrete portions of
the co-receptor would support the hypothesis that the E- and
U-related regions reflect two independently folded domains of
betaglycan. These facts also would favor the hypothesis that
the TGF-B2-enhancing effect of betaglycan results from a sim-
ple ligand-concentrating mechanism; that is, that wild type
receptor or its independently expressed ligand binding regions
simply increase the local TGF-B2 concentration in the neigh-
borhood of the TGF-S type I receptor. However, with the
currently available evidence, the argument for a specific more-
favorable TGT-32 conformation, imposed by betaglycan or any
of its ligand binding regions, cannot be ruled out. This last
possibility is especially enticing due to the fact that only one of
the regions is capable of binding inhibin A, which would sug-
gest that very specific higand-receptor interactions occur for
each region. A more conclusive answer to these questions will
have to wait for biophysical structural studies of betaglycan
ligand binding regions.
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