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Resumen

El betaglicano o receptor Il del TGF beta, es una proteina con un solo
pase transmembranal componente del sistema de receptores del TGF-B en la
superficie celular. Existe una forma membranal y una forma soluble del
betaglicano, ambas formas unen al TGF-3 con alta afinidad y se ha propuesto
que constituyen un interruptor molecular. La forma membranal facilita la
unién del TGF-f3 a los receptores sefialadores funcionando como agonista,
mientras que la forma soluble secuestra al TGF-B funcionando como
antagonista. El TGF-J3 es el prototipo de una familia de citocinas involucradas
en funciones celulares criticas del desarrollo embrionario y participante
central de la homeostasis de tejidos adultos. Se han identificado mutaciones en
su via de sefializacion en diversos canceres y ciertos transtornos del desarrollo,
por otro lado un exceso de TGF-3 ha sido identificado como mediador de
fendmenos fibréticos en un nimero importante de enfermedades humanas.
Debido a esto el papel del betaglicano como regulador de esta citocina es de
gran relevancia bioldgica y médica. Para estudiar los mecanismos de
regulacion del betaglicano, en esta tesis se reporta la clonacion del cDNA de
raton debido a nuestro interés de estudiar estos mecanismos en el modelo
murino. La caracterizacion del extremo 5° UTR del mRNA humano, la
identificacion del promotor y la distribucién exonica del gene humano. Y la
construccion de dos transgenes de betaglicano bajo el control del promotor
murino de albimina, y los ensayos funcionales en células en cultivo.



Abstract

Betaglycan or TGF-B type III receptor, is a transmembrane protein
component of the TGF-f3 receptor system on the cell surface. There are two
forms of betaglycan, a transmembrane form and a soluble form, both mantain
high affinity for TGF-B and they are proposed to function as a molecular
switch., The transmembrane form facilitates TGF-B binding to signaling
_ receptors, functioning as an agonist, while the soluble form keeps away TGF-

B from signaling receptors, functioning as an antagonist. TGF-B is the
prototype of a cytokine family involved in critical celular functions during
embrionic development and a central player in adult tissues homeostasis.
Mutations in its signaling pathway have been identified in different cancer
types and development'defeCts‘,' and TGF-B excess has been identified as a
fibrotic mediator in a‘ con51derable number of important human diseases. Thus
betaglycan's regulatory' rol“on TGF-B has great medical and biological
:relevance To approach aglycan’s own regulatory mechanisms from a
“ genetic pomt “ this tesis is reported: mouse betaglycan cDNA
. clomngudue 10" “in studying regulatory mechanism in the mouse
“model.. 1 UTR mRNA characterization, human promotor
. ldentlf'catl intron structure of the gene and the construction of two
S betaglycan ransgenes Under control of murine albumin promotor , and its
'functlonal assays m ‘tissue culture. ‘




I INTRODUCCION

El interés en la exploracién y estudio del Betaglicano se deriva de su papel regulador sobre
las funciones del T'GF-P, las cuales son criticas durante ¢l desarrollo unbnonarlo y durante

el mantenimiento de la homeostasis en tejidos adultos.

Caracteristicas del Betaglicano

El Betaglicano o receptor Il del TGF-B es una proteina glicosilada de membrana’ l
presente en casi todas las células humanas en donde se le ha buscado. Ademas de ' los

carbohidratos complejos wunidos a residuos de Asparagina, posee también.
- glicosaminoglicanos de ahi que se le clasifique como un proteoglicano [1]. Tiene un gran . "

dominio extracelular en el cual se encucntra el extremo amino, un -solo- pase

transmembranal y un pequefio dominio citoplasmatico (Figura 1). La secuenciacién del:. .

primer cDNA de BG clonado, el de rata, revelé que tiene dos regiones en .la porcnon;‘f_”,.

extracelular, denominados U y E por su similitud con Uromodulina y Endoglina. -

respectivamente [2] (Figura 2). El pequefic dominio citoplasmatico no tiene motlvos“"
funcionales reconocibles aunque ticne 12 Scerinas que potencialmente sc pueden fosl’orllar L
De hecho, un cstudio reciente ha demostrado la fosforilacion in vitro de: esta’ cola;’
citoplasmdtica por la cinasa del receptor tipo II, aunque la relevancia fisiologica de este
fenomeno atn estd por demostrarse [3]. En total, ¢l BG ticne 17 Cistcinas las cuales llcnc.n‘-
el potencial de formar puentes disulfuro . intra': o intermoleculares, El.: tipo de
glicosaminoglicanos (GAGs) que posee soncadena de. heparan y..condroitin- sulfato; las
primeras ticnen ademids la capacidad de unir; ‘Fibroblast (‘mwth Facior™), lstas
cadenas se enlazan covalentemente a las'Serin : ipéptidos Ser-Gly flanqueados por
residuos acidicos: en la rata SerSJS-Gly y Se:rs"6 SR

La cadena polipeptidica de BG, desprovista totalmente de carbohidratos, tiene una

My de aproximadamente 110-kD [4]. Los carbohidratos unidos a Asparagina contribuyen
aproximadamente con 20 kD a su masa, mientras que los glicosaminoglicanos hacen que
- su masa sea heterogénea y muy por arriba de los 300 kD. En ensayos de marcado por
“afinidad al TGF-B, el BG migra como proteina medular de aproximadamente 130 kD
(llamado “‘core protein” ) que tiene carbohidratos unidos a Asparagina, y como
proteoglicano, el cual se exhibe como un barrido desde 300 kD cn geles de poliacrilamida
debido a la heterogénea glicosilacidon de la cual es objeto esta proteina, como se aprecia en

la figura 3.
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Figura 2. Regiones estructurales de similitud entre Betaglicano y Endoglina a nivel de
secuencia nucleotidica.
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kDa

1i — 200
Receptor I1] proteoglicano
proteina medular E — 116
Receptor II > & - 94
Receptor | > — - 68
—
Figur'a::,:l ;_Célvuily‘as'; mink (epiteliales de pulmén) cultivadas en monocapa se marcaron por
afinidad al. '">’I-TGF-B. Las células se solubilizaron y el extracto total se corri6 en un

S ,PAGE/SDS:_Lérseﬁal fue detectada por autoradiografia.

La clonacién del cDNA de Betaglicano reveld que estd constituido en la rata por
853 aminodcidos [2], en el cerdo por 848, en humanos por 849 [5] y en el pollo por 841 [6].
El grado de similitud que existe entre las secuencias del BG de estas especies se ilustra en
el dendrograma de la Figura 4. La blisqueda por similitud de este gene en otras especies,
reporté que no esta presente en Saccharomyses cerevisiae, ni en Caenorabditis elegans, ni
en Drosophila melanogaster, 1o que sugiere que se trata de un gene que probablemente
haya aparecido en vertebrados. El interés de usar tecnologia transgénica para investigar
otras funciones tanto de la proteina completa como de las cadenas GAG en el modelo
murino, definié la necesidad de clonar el cDNA de ratén.

Funciones del Betaglicano
El receptor III o Betaglicano de aqui en adelante, es un proteoglicano que forma

parte del sistema de receptores del TGF-B (“Transforming Growth Factor B”). Este sistema
incluye a los receptores 1, I, Betaglicano y Endoglina [7] (Figura 3).
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Figura-4. Dendrograma de las secuencias de Betaglicano. La barra inferior indica el
porcentaje de similitud entre las secuencias proteicas incluidas en cada “rama”. Elaborado
con el programa GCG Wisconsin Package, version 9.1. Genetic Computer Group, Madison
Wisconsin.



Los receptores I y Il son también glicoproteinas integrantes de membrana con un
solo pase transmembranal, y con una movilidad relativa de 53 y 83 kDa respectivamente.
En contraste con el Betaglicano, los receptores | y Il tienen pequefas regiones
extracelulares y en la regién intracelular cada uno tiene un dominio catalitico. Estos
dominios son cinasas de Serinas y Treoninas [8][9]. El receptor Il por su parte, tiene una
afinidad por TGF-B menor que el Betaglicano, mientras que el receptor | por si mismo no
une TGF-B. Sin embargo los receptores 1 y II juntos, forman un sitio de alta afinidad por el

TGEF-B. :

La sefializacion del TGF-B al interior celular se inicia cuando el TGF-f3 encuentra y
se asocia primero al Betaglicano en la superficie de las células. La unién del TGF-f8
ocurre con la proteina medular y no con los GAGs del Betaglicano. Esta union crea un
efecto concentrador focalizado que facilita el acceso o “presentacion” del TGF-B al
receptor II [10]{11]. El establecimiento del complejo trimérico TGF-p-Betaglicano-
Receptor 11 facilita la interaccion del TGF-B con el receptor tipo II , y promueve el
establecimiento de un complejo con el receptor tipo I. Entonces, la cinasa del receptor Il
que es constitutivamente activa, fosforila residuos en la regiéon “GS” , una regién
reguladora que precede a la cinasa del receptor tipo 1 ocasionando con ello la activacion de
su cinasa [12][13].

La seflal o el mensaje del TGF-3 es propagado a través del citoplasma por
mediadores intracelulares que forman una novedosa familia de proteinas conocidas como
Smad, ver Figura 5. Un tipo de miembros de esta familia, los R-Smad, son los sustratos de
fosforilacion del receptor I. Cuando un R-Smad es fosforilado por el receptor I, se favorece
la heterodimerizacion de R-smad con otro tipo de miembro de la familia Smad: los Co-
Smad. Asi heterodimerizados, R-Smad y Co-Smad se translocan al nicleo en donde
funcionan junto con los factores basales de la maquinaria de transcripcién, como
activadores o represores de la transcripcion regulando los genes blanco que responden al
TGF-B.

La modificacion de la expresion transcripcional de los genes blanco del TGF-8,
constituye el inicio de la respuesta celular que induce esta citocina [14][15]{16] ver Figura
5. Para la via de transduccién del TGF-B los Smad2 y Smad3 funcionan como R-Smad,
mientras que Smad 4 (también llamado DCPP) funciona como Co-Smad [17]. El nimero
de genes que responden a esta citocina depende de un nitmero de factores como lo son el
estado de la cromatina, el contexto transcripcional en que se recibe la sefial [18] esto es, el
conjunto de represores y activadores con que cuenta la célula en cuestién, los promotores
accesibles a la maquinaria transcripcional, y la integracion de sefiales de otras citocinas
que el nicleo debe considerar [19]; de ahi que el tipo de respuesta al TGF-B sea tan
compleja y tan dependiente del tejido que esta recibiendo la seiial.

Ademas de crear el efecto de “presentacion” del TGF-, explicado anteriormente, el
betaglicano tiene distintas afinidades por cada una de las 3 isoformas del TGF-p presentes
en mamiferos. El Betaglicano tiene mayor afinidad por la isoforma del TGF-f 2 como se
muestra en la Figura 6. Por lo que se ha considerado como el receptor especifico del TGF-

B2[11].
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Figura 5. Cuando el TGF-beta une al Betaglicano, se crea un efecto conce ntrador
que facilita el encuentro v la unién del TGF-be ta con los receptores I y1I, quienes
transclucen la sefial al interior celular fosforilando a R-Smad. Esta fosforilacion
favorece la unidn R-Smad /Co-Smad, juntos se translocan al nicleo donde regulan
la transcripeidn. * Indica el corte proteolitico del cual se deriva la forma soluble
del Betaglicano
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Figura 6. Marcado por afinidad de células en monocapa con 3 distintas isoformas del
TGFB. Con TGFB2, la saturacién de} Betaglicano se logra con 25 pM, mientras que la
saturacion con TGF-B 1 y 3 se logra con casi 250 pM.

Betaglicano Soluble
Existe ademéas de la forma transmembranal, una forma soluble del Betaglicano

identificada por inmunoprecipitacién en medios de cultivo de células en monocapa [1][10].
Esta forma soluble mantiene su alta afinidad por el TGF-B y se deriva de la forma
transmembranal a través de un corte proteolitico en la region yuxtamembranal (Figura 5).
Estas observaciones han llevado a proponer que las dos formas del Betaglicano, la
membranal y la soluble constituyen un interruptor molecular del TGF-B. Este modelo
establece que la forma transmembranal funciona como un facilitador o agonista del TGF-f3,
mientras que la forma soluble lo secuestra alejandolo de los receptores I y II funcionando
asi como su antagonista [10].
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Otras funciones »
Ll Bclut,llcano ¢s considerado un co- rcccptor en ¢l sistema de receptores de TGF-[3,

ya que su presencia no es indispensable para transducir la sefial al interior celular. Se ha
demostrado por otra parte, que el Betaglicano funciona también como un co-receptor de
inhibina, otro miembro de la superfamilia del TGF-B. En esos hallazgos la presencia del
Betaglicano confiere sensibilidad a inhibina a las lineas celulares que responden
pobremente a esta hormona [20]. Otro hallazgo que demuestra la relevancia biolégica de
BG, es el fenotipo letal en etapas tempranas del desarrollo del ratén Knock Out de
Betaglicano [21], lo cual hace pensar en otras funciones muy importantes para este receptor
auin no identificadas. Sin embargo la relevancia de investigar al Betaglicano actualmente,
se deriva por un lado del potencial papel regulador que el Betaglicano tiene sobre el TGF-3
y por otro lado del papel central que el exceso de TGF-B tiene en un nimero importante de
- patologias -humanas. Para establecer claramente la importancia del Betaglicano en el
.~ contexto del TGF-B a continuacién se mecionan brevemente los aspectos mas relevantes de
", ‘esta’citocina.

"TGF-
: El TGF-B es el prototipo de una super-familia de proteinas de sccrecidn que regulan
‘el crecimiento, el desarrollo y la diferenciacién en diversos organismos incluyendo
nemitodos, insectos, rocdores 'y humanos [22][23]. Originalmente ¢l TGF-f§ fuc
caracterizado ‘en sobrenadantes de células cancerosas en cultivo, como -la - fraccidon
responsable de producir fenémenos de transformacién maligna en otras células en cultivo,
de alli su nombre: Factor de Crecimiento Transformante: (“Transforming Growth' Factor™)
[24][25]. En mamiferos se han clonado las isoformas TGF-B1, 2 y 3 [26]. "Las secuencias
peptidicas de estas isoformas presentan una homologia entre 70 y 80 % [27][29]. Existen 9
Cisteinas idénticas, 6 de las cuales forman una estructura central rigida conocida como
nudo ‘de Cistinas [30]. Las formas biolégicamente activas del TGF-p son homodimeros
enlazados por puentes disulfuro y las unidades monoméricas estdn constituidas por 112

- .aminoacidos [31] ver Figura 7. El TGF-Bl ecsta presente en casi todos los tejidos,

o ve‘nc‘ontréndose altas concentraciones en plaquetas y hueso.

B El TGF-BI es secretado por una gran variedad de tipos celulares como un precursor
-de alto “peso molecular conocido como LAP (“Latent Associated Peptide™). Las isoformas

i actlvas del TGF-B se derivan a través de un corte proleolmco en el extremo carboxilo de
- estos. precursores més grandes [32], aunque el mecanismo fisiolégico de activacion del

TGF—B no'se conoce detalladamente. Estos precursores varian de tamafio segtn la isoforma

: que se trate, TGF-B1: 390 aminoacidos, TGF-f32: 412 aminoacidos, TGF-B 3: 412, TGF-

B4 : 304 ammoacxdos, TGF-$5 382 aminoacidos [33].



Figura 7. Estructura del TGF-p en modelo de listones. Se enfatizan con anaranjado y azul
los homodimeros que lo forman y los puentes disulfuro que estabiliazan su unién.
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Funciones del TGF- IR
Los estudios de los muchos y varlados cfectos del TGF-f, tanto como los estudios

de expresién de esta proteina, han demostrado que se trata de una citocina de secrecién
pardcrina y autécrina. Estd involucrada en la regulacion de la diferenciacion celular, en la
morfogénesis durante el desarrollo embrionario, en la proliferacion, en la reparacién de
heridas y en la respuesta inmune [34][39]. Debido al impacto médico que tienen todas
estas funciones, particularmente en el campo oncolégico, se estd llevando a cabo un gran
esfuerzo para elucidar sus mecanismos de accién y regulacion. Su papel en la reparacion de
heridas se deriva de su capacidad de inducir deposicién de matriz extracelular. Y resulta
importante hacer notar que las acciones sobre la proliferacion celular de esta citocina
incluyen tanto la estimulacién como la inhibicién y esto depende del contexto
transcripcional de la célula blanco sobre la que estd actuando, asi como de la presencia de

" otras moléculas con otros mensajes que esté recibiendo e integrando la célula [40][41]. Los

-’fenotlpos de los ratones en que han sido interrumpidos los genes correspondientes del
- =TGF-B, indican que las funciones de estas isoformas no son redundantes y son criticas para
- :“el'desarrollo y viabilidad de los animales [42)-[44]. Estos hallazgos han sido consistentes
f:"con las acentuadas diferencias encontradas en las regiones promotoras de estos genes, lo

‘que:también ha demostrado que existe una regulacién transcripcional espacio-temporal
diferenciada entre las isoformas del TGF- B a pesar de su similitud estructural [45]-[48].

“‘Ademas de las funciones durante el desarrollo ya mencionadas, en tejidos adultos el
‘exc 50 de TGF-B ha sido identificado como un mediador central en diversos padecimicntos
_fibréticos humanos como en la cicatrizacién queloide, la cirrosis hepatica, la fibrosis

o “pulmonar, la glomeruloesclerosis secundaria a diabetes y en otras nefropatias {49]-[51].

- Consistentemente con estas observaciones, ¢l fenotipo de los ratones transgénicos Alb-f31
que sobreexpresan la forma activa del TGF-1 bajo el control del promotor de albiimina,
presentan diversas lesiones fibréticas en higado, en corazoén y en pdncreas, y lesiones
particularmente severas en rifion [52).  Es importante destacar aqui que los ratones
transgénicos Alb-B1, constituyen un modelo de experimentacién muy adecuado en el cual
se puede explorar in vivo la funcién antagénica del Betaglicano sobre el TGF-B, como se
discutird mas ampliamente en el (timo capitulo de esta tesis.

Estudio del gene de Betaglicano
En resumen, existen varias razones por las cuales es importante estudiar el gene de

Betaglicano. Como ya se mencioné en la seccién Funciones de Betaglicano, a nivel de
proteina se ha establecido que la versién soluble del Betaglicano mantiene su alta afinidad
por el TGF-B, creando un efecto antagdénico en relacién a la versién membranal y esto
constituye un nivel de regulacion del TGF-B por el Betaglicano. Debido al potencial papel
regulador que el Betaglicano tiene sobre esta citocina y al importante nimero de entidades
patolégicas humanas en que un exceso de TGF-B estd involucrado, resulta relevante
identificar los mecanismos de regulacién que a su vez tiene el Betaglicano.

Por otro lado existen razones que hacen pensar en otras funciones del Betaglicano
aun no descubiertas, y un modo de explorar esas posibles funciones es estudiando el
promotor del gene. Cudndo, déndc y durante qué eventos se expresa este gene- proteina ¢n
. orgamsmos multicelulares, son preguntas que pueden ser contestadas experimentalmente si
-~ primero se tiene caracterizado bioquimica y molecularmente su promotor. La

i ‘dlspomblhdad de estas estructuras y su empleo con metodologia transgénica, pueden



aportar pistas muy informativas sobre otras funciones del Betaglicano. Existen ya
evidencias de regulacién transcripcional del Betaglicano [53][54], como son los estudios
de hibridacién in situ que demuestran la induccion del mRNA del Betaglicano en
transiciones epitelio-mesenquimatosas, durante el desarrollo del paladar en raton y durante
la formacién de las valvulas del corazén en el embrién de pollo [55]. También se ha
establecido en nuestro laboratorio (datos por publicarse) que el mensajero del Betaglicano
se induce durante el proceso de diferenciacién de mioblastos C2C12 a miotubos, lo que
constituye un sistema indispensable y al alcance en el cual se pueden estudiar los
mecanismos de regulacién transcripcional del Betaglicano.

Cabe sefialar ademds que es muy probable que otras funciones del Betaglicano,
probablemente estén relacionadas con los diferentes modulos o regiones estructurales de la
proteina. Para probar estas ideas es posible usando tecnologia transgénica en el modelo
murino, generar deleciones modulares o mutaciones en regiones especificas del gene de

" Betaglicano para correlacionar el fenotipo obtenido con la estructura y la funcion
. _correspondiente. Sin embargo para llevar a cabo esta estrategia es necesario primero
.conocer la estructura del gene normal y ¢l tipo de relaciones que pucdan existir entre las
- secuencias exénicas y la secuencia peptidica.

= Clonaciéon del cDNA murino de Betaglicano S

Dentro de este contexto, el primer objetivo en esta tesis doctoral fue clonar el.cDNA:
murino de Betaglicano para poder continuar con la clonacién de las secuencias gendémicas
correspondientes, Una vez clonado ¢l mensajero murino y habiendo probado la expresiony -
los sitios de unidén de los glicosaminoglicanos con mutagénesis dirigida, se procedid al
tamizaje comercial de una genoteca murina de césmidos de la comparifa Research Genetics
usando como sonda ¢l cDNA obtenido de ratén. En ¢l primer tamizajc se obtuvo un
césmido con aproximadamente 150 kpb en el cual no se encontraron los primeros exones.
Considerando por un lado, que los intrones de este gene son muy largos lo que
técnicamente complica ¢l mapeo y localizacion de las regiones reguladoras y por otro lado,
que el proyecto del genoma humano logré definir la regién en la que se encuentra el
Betaglicano en ¢l cromosoma 1, decidimos aprovechar el esfuerzo de mapeo logrado en el
cromosoma | e identificar las regiones del promotor humano, para lo cual fue necesario
caracterizar el extremo 5° no traducido del mRNA humano de Betaglicano.

Caracterizacién del extremo 5’ del mRNA de Betaglicano

A continuacion en esta tesis doctoral se reporta la caracterizacion del extremo 5’ no
traducido del mensajero humano, usando el método RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends). La secuencias obtenidas y la comparacion de estas secuencias contra el genoma
humano nos permitié ubicar el primer exén y la regién del promotor humano del
Betaglicano.

Identificacién del Promotor

Habiendo identificado las secuencias del primer exén y la distribucion exénica
completa en el genoma humano, procedimos a disefiar una estrategia de amplificacién por
PCR para obtener un fragmento de 2.1 kpb corriente arriba de la unidad transcripcional del
Betaglicano humano. Una vez amplificado el fragmento a partir de ADN genémico
humano, se procedid a la clonacidn, secuenciacién y analisis de las secuencias obtenidas.



Ensayos funcionales
Con ¢l fin de probar funcionalmente que ¢l fragmento amplificado dc 2.1 kpb

" contiene el promotor del Betaglicano, el fragmento fué subclonado en el vector de
- expresién de la serie pGL3-Basic que tiene como gene reportero la enzima luciferasa de la
luciérnaga. Esta construccidn se transfectd en células C2C12 que son mioblastos de ratén y
en los cuales durante condiciones de diferenciacion a miotubos se induce la acumulacion

- del mRNA del Betaglicano. Con estos ensayos detectamos una induccién en la actividad
de luciferasa 10 veces mayor, comparada con las células transfectadas con el vector
control. Estos ensayos demostraron la actividad promotora contenida en el fragmento de 2.1
kpb, asi como su regulacién durante la miogénesis.

Construcciones Alb-Betaglicano
La caracterizacién del ¢cDNA murino nos ha permitido iniciar la manipulacion

genética del Betaglicano en el raton. Consxderando el fenotipo de los animales transgénicos
Alb-B1 mencionado anteriormente, y su utllldad como modelo en el cual estudiar los
efeclos in vivo del Betaglicano, cn esta tesis doctoral también se reporta la construccion de
dos transgenes de Betaglicano bajo el control del promotor de albimina asi como’ las.
pruebas de su funcionalidad ir vitro: mediante ensayos de transfeccion transitoria. Los -
objetivo inmediatos con la generacion de cstos animales, son por una parte revertir -cl
fenotipo de los animales Alb-B1 al cruzarlos con el ratén transgénico que sobreexprese el
Betaglicano soluble. Y por otra parte, probar cl efecto antagénico del Betaglicano soluble
sobre el TGF-B en un modelo de inflamacién y fibrosis cronica mediado por TGF- -B, como
- lo'es la fibrosis hepatica producnda por tetracloruro de carbono (CCly).



o _Hlpoteﬂs

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Planteamiento del problema

En contraste con los receptores [ y II que poseen dominios cataliticos lo que los involucra
funcionalmente en la via de sefializacion del TGF-B, los motivos estructurales del
Betaglicano no revelaron una funcién bioquimica obvia. El hecho de que Betaglicano
puede unir tres distintos factores de crecimientos, TGF-f, Inhibina y FGF habla mas sobre
nuestro desconocimiento que su real utilidad para el organismo. La funcién propuesta para
el Betaglicano es la de una molécula antagénica del TGF- en su forma soluble, y la de una
molécula agonista en su forma transmembranal. Por otro lado el fenotipo letal de los
ratones Knock Out del Betaglicano sugiere fuertemente que el Betagllcano tiene funciones
aiun no descubiertas muy importantes durante el desarrollo. :

El abordaje genético, es decir el conocimiento de la estructuraclon del gene, de sus
regiones reguladoras y de los patrones de expresion, aportaran informaciéon y herramicntas
valiosas para explorar estas funciones desconocidas. -

Existen evidencias de induccion del mRNA. del Betaglicano en un ensayo de
diferenciacion de mioblastos a miotubos, por lo que estratégicamentce la identificacion dcl
promotor de Betaglicano constituye el paso inicial critico, para abordar el estudio genético’
del Betaglicano. La clonacion del promotor abrirda dos grandes avenidas de investigacién:
por un lado ¢l estudio de la expresion diferencial ‘de este gene en condiciones normales:
durante el desarrollo, y por otro lado la definicién y el estudio de la regulacion
transcripcional del gene. Estas dos avenidas de investigacién aportaran valiosas pistas sobre
los procesos biolégicos en que el Belagllc.ano pamclpa y las funcxones bxoquxmlcas que
esta proteina tiene.

En este contexto., cl problcma ccntral propuc-;to cn - esta tcsm conemc cn la
identificaciéon y comprobacnon 1unc|onal del promotor del genc d(. Bela;,hcano

, Si las secuencias genomxcas 1dent1f‘ cadas con el potencxal promotor lo son, entonces
inducirdn significativamente la~ expresmn de un..gene reportero en el ensayo de
diferenciacién a miotubos de células C2Cl1 2 cn el cual sabemos que exnstc un aumento del

mRNA de Betaglicano endégeno.



[II. OBJETIVOS Y ABORDAJE EXPERIMENTAL

El modelo mamifero sobre el cual se pueden hacer manipulaciones genéticas es el murino
por lo que el primer objetivo de esta tesis lo constituyd la clonacion del cDNA de
Betaglicano de raton. El siguiente objetivo como 'un paso intermedio para poder identificar
el promotor, consistié en caracterizar el extremo 5’ no traducido del mensajero de
Betaglicano. Una vez identificado el primer ex6n del gene, procedimos a la amplificacion y
clonacion de secuencias gendmicas que potencialmente contienen la regién promotora. A
continuacién demostramos la funcionalidad del promotor, induciendo la expresiéon de un
gene reportero en ensayos de transfeccion transitoria . Por Gltimo objetivo en esta tesis, se
planteé la construccién y el establecimiento de pruebas funcionales in vitro de dos
transgenes del Betaglicano: una version soluble y otra versidén membranal bajo el control
del promotor murino de albiimina. Estas construcciones serdn usadas en la generacién de
animales transgénicos, los cuales permitiran el estudio de las funciones in vivo del

Betaglicano.

Objctivos Especificos

ITI.1  Clonaciény c’lractenzacnon del Dt AY del Betaghcano munno
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1117 Construccxon de’Betaghcano soluble y membranal ba_]o el control de] promotor de albiimina

murmo




IV. MATERIAL Y METODOS

Clonacién del cDNA murino T o

Se llevaron a cabo 3 rondas de tamizaje primario de una .biblioteca de: cDNA en
bacteriéfago Agtll de corazén murino (Clontech LM5002b), se usé como sonda la region
codificadora del cDNA de Betaglicano de rata [2]. La sonda se marco con - sistema de
oligémeros aleatorios (Random Primed DNA Labeling Kit, Boheringer Mannheim, Cat.
No. 1004 760), el isétopo radioactivo que se usé para marcar la sonda fue[a-*?P] dCTP
(370MBg/m! 10mCi/ml ~3000Ci/mmol Cat. No. AA00OS Amersham Pharmacia Biotec).
Las sondas se marcaron con una actividad especifica promedio de 1x10® cpm/ug. Se
usaron diversas enzimas de restriccién y enzimas de modificacién (Roche Molecular
Biochemicals) para purificar insertos y subclonarlos. Las sales y otros reactivos para
propagar los bacteri6fagos son de Sigma Aldrich / Fisher. El inserto se subcloné
inicialmente en pBluescript. Se utilizd el sistema para generar fragmentaciones progresivas
con exonucleasa 111 (Erase-A-Base System, Promega, Cat. No. E5750), para facilitar la
secuenciacién de los insertos >3 Kb. La secuenciacion de los insertos se llevé a cabo
manualmente con Thermosequenase y ddNT-**P (Radiolabeled Terminator Cycle
Sequencing Kit, Cat. No. P/N 79750 , 5'[a**"ddNTP], Cat. No. AH9539 Amersham). El
inserto se subcloné en el vector pcDNA3 que tiene el promotor del citomegalovirus.

Transfeccion Transitoria S e T ,
Las células COS1 ‘en monocapa se transfectaron por el método. dietilaminoetil-dextran
(DEAE-dextran) [47] y fucron cnsayadas con marcado por afinidad 48 hrs después:de la
transfeccion. R : AT R : S

Mutagénesis de Serina 533 y 544 S A R R
Con la finalidad de comprobar que las Serinas 533 y 544 corresponden a los sitios en donde
se unen los GAGs, decidimos mutar los codones correspondientes: para lo cual: Se
disefiaron 4 oligonucledtidos (1027, 1028, 1029 y 1030) con las secuencias ncecesarias para
cambiar codones AGT por GCT y GTC por GGC. Se utilizaron ademids los
oligonucledtidos HP4 y MNI que flanquean la region de interés. El fragmento
comprendido entre  oligonucledtidos MN1 y HP4 cs de 939 nt. Los productos de
amplificacion HP4 -1028 (539 nt) y MN1-1027 (419 nt) asi como HP4-1030 (571 nt) y
MN4-1029 (386 nt) sirvieron como moldes con las mutaciones incorporadas para la
amplificacién del fragmento HP4 y MN1. Dentro del fragmento HP4 y MN1 se encuentran
los sitios de restricciéon EcoRV y Pst I que se usaron para extraer el segmento mutado y
reemplazarlo en el cDNA original. Para las reacciones de amplificaciéon se utilizé el
termociclador GeneAmp PCR System, Perking Elmers. La mutacion de cada Serina se hizo
por separado y para obtener la doble mutante, se generé una segunda mutagénesis en la
mutante Serina 533, usando la misma estrategia. Las mutantes se secuenciaron y se
transfectaron por el método de fosfato de calcio en células COS1 que fueron cultivadas en
DMEM con 10 % Suero Fetal Bovino. 48 hr después las células transfectadas se ensayaron
con marcado por afinidad al '*’I-TGF-B. El TGF-p (TGF-B1 se obtuvo de RyD Systems,
TGF-B2 se obtuvo de Ciba Geigy AG.) se marcé con el método de cloramina T y
Disuccinimidyl-suberato ( Pierce Chemicals).



Caracterizaciéon del extremo 5’ del mRNA

Sc extrajo RNA total de células HepG2 con Ultraspec RNA system, Cat No. BL-10050,
BIOTECX Laboratories, Inc. El 5’UTR se obtuvo con el Sistema de Amplificaciéon Répida
de Extremos de cDNA (GeneRacer Kit Version B, Cat. No. L1500-01 Invitrogen) y los
fragmentos de amplificacién se clonaron con el Sistema de Clonacién TOPO (TOPO TA
Cloning for Sequencmg Version E2, Cat. No. K4575-01, Invxtrogen) Los productos
amplificados se secuenciaron con Thermosequenase y ddNT-*P (Radiolabeled Terminator
Cycle Sequencing Kit, Cat. No. P/N 79750 , 5°[o**"ddNTP], Cat.No. AH9539 Amersham).

Amplificacién de los fragmentos genémicos A, B, C, D

Se usaron como molde 100 ng de DNA extraido de sangre humana total periférica. Con
base en las secuencias del proyecto del genoma humano se disefiaron y usaron los
siguientes oligonucledtidos 2417 = 5’ atgglaccgagaacagcacaggaaaaa 3°, 2418 = 5°
atggtacctgctgacctagetceattatttg 3°, 2419 = 5° catccgcttccttcactcgetgggaagag 3°, y 2420 =
cataagcttgcagcaagttgpaggaaage 3°, a una concentracion de 10 uM, para amplificar la regién
corricnte arriba del primer exén del gene de Betaglicano humano. Los oligonucledtidos
disefiados, comprenden una regién maxima de 2.1 kpb incluyendo 184 pb corriente abajo
del supuesto sitio de inicio de la transcripcion, en esta region esperamos cncontrar los
clementos  centrales del promotor, Se  establecieron las  siguientes condiciones  de
amplificacion: amortiguador 1x, dNTPs 0.2 mM cada uno, DMSO 5 %, BSA 0.5 ug totales,
MgCla 0.5, 1.5 y 3mM. Taq de High Expand™ Fidelity (Cat. No. 1 732 650 Boheringer
Mannheim). Utilizando el siguiente protocolo: se desnaturalizé6 el DNA en presencia de
MgCl, , DMSO y BSA por 10 min a 94° C, posteriormente se afiadieron los demas
componentes de la reaceion y se llevaron a cabo 30 ciclos con los siguientes parametros:
94°C 1 min, 40, 50 6 60° C 45 seg., 72°C 3 min, seguidos de una extensién final a 72°C por
10 min. Se utiliz6 el termociclador de gradiente Master Cycler Gradient, Eppendorff. Los
fragmentos amplificados sec clonaron en ¢l vector de clonacion pBSKS de Stratagene. La
identidad de los fragmentos amplificados se confirmé por secuenciacién.

Ensayos funcionales del fragmento de 2.1 Kb

Una vez confirmada la secuencia de los fragmentos amplificados y clonados en
pBluescript, el fragmento de 2186 pb sc subcloné en el vector pGL3-Basic ( pGeneLight™
Promega) que tiene el gene reportador de la luciferasa de luciérnaga. La construccion se
transformé en células C2C12 que para proliferar se mantuvicron en DMEM F12 (y
suplementos: alto en glucosa, Suero Fetal Bovino 10 %, Extracto de Embrion de Pollo 0.5
%), y para diferenciarlas en miotubos se cambiaron los suplementos por Suero de Caballo
10 %. La actividad transcripcional del fragmento gendmico clonado se detectd usando los
sistemas de deteccion de lucnferasa (Lumferase Assay System Cat. No. E1501 y Dual-
Luciferase Reporter Assay System '™ Cat.No, 040 Promega), y un luminémetro Lumat

LB9501.



Construccion y ensayos de expresiéon de transgenes Alb-Betaglicano

Se utilizé como basc de las construcciones ¢l vector pAlb ¢/p donado amablemente por cl
Dr. Richard D. Palmiter el cual contiene varios sitios de restriccién tnicos justo corriente
abajo del promotor de albimina lo que convenientemente facilité la insercién de los
diferentes componentes. También se utiliz6 el vector Alb-B1 donado amablemente por la
Dra. Anita Roberts [63]. Del plasmido Alb-f1, obtuvimos el extremo 3’UTR de la hormona
humana de crecimiento (hGH) con las enzimas Sal I — Eco RI que fué subclonado en
pBluescript. Este extremo 3'UTR contiene la sefial de poliadenilacién del gene de la
hormona, de crecimiento y su empleo se recomienda para estabilizar y aumentar la vida
media de los mRNAs. Sobre el plasmido Alb e/p se inserté en un sitio EcoRV tnico, el
fragmento hGH. En el sitio unico Bam HI ubicado entre el promotor y el segmento hGH
se introdujeron la versién soluble o transmembranal de Betaglicano, con la finalidad de
inducir niveles altos de expresion (comparables a los de albiimina) de una u otra forma de
Betaglicano. Una vez confirmadas las construcciones por secuenciacién, se transfectaron
en células HepG2 que se cultivaron en MEM con 10 % Suero Fetal Bovino. 24 hr después
de la transfeccién las células se marcaron por afinidad al '®I-TGF-B1. Sc rcalizé
inmunoprecipitacion de los sobrenadantes de las células transfectadas con la version
soluble del Betaglicano con anticuerpo anti-myc (monoclonal de Sta Cruz, Ca), y de .los
‘extractos totales con el anticuerpo #822 (policlonal de conejo) contra el ectodominio del
Betaglicano. Los extractos totales y los inmunoprecipitados se sometieron a PAGE/SDS. Se
-~ utilizo el sistema de revelado por quimioluminiscencia (ECI. Western blotting dctection
- systems, - RPN 2106, Amersham Pharmacia  Biotech.). Para la deteccion de sciales
~ radiactivas en matrices sélidas se usé el sistema Storm , Molecular Dynamics.

Programas utilizados para cl anilisis de sccuencias

Para la determinacién de la distribuciéon exénica y la locahzacmn gendmica del primer
exén de Betaglicano humano se usé BLASTnr, del NCBI
hitp://www.ncbi.blast.human/genome/ para andlisis comparativos se utilizé MacVector
Version 7 y GCG Wisconsin Package, version 9.1 Genetic Computer Group, Madison
Wisconsin, USA. Para el analisis de elementos funcionales en el extremo 5° no traducido:
se uso el programa UTRScan en: http:/bigarea.area.ba.cnr.it:8000/EmbIT/UTRHome

Para el andlisis de las secuencias del promotor se utilizé: MatInspector, AliBaba2.1y la
base de datos de TransFac, Software GmbH en: http://genomatix.gsf.de.

Para la busqueda de promotores humanos caracterizados experimentalmente por la
determinacion del inicio de la transcripcion se utilizé la Eukaryotic Promotor Database en:
http://www.epd.isb-sib.ch/

Para la sintesis de oligonucleétidos, secuenciacion automatica, sistemas de registro de
imégenes, y equipo de amplificacion se contd con el apoyo de la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular UNAM.

.. Enlos capltulos V.- IX se presentan resultados especificos y metodologias pertinentes de
' cada ob_;etlvo



V. CLONACION DEL ¢DNA MURINO DE BETAGLICANO

Abordaje Experimental
El ¢cDNA de rata de Betaglicano [2] se utiliz6 como sonda y se tamizé una biblioteca de

¢DNA de corazén murino. Sc obtuvicron varias clonas con insertos de diversos tamaiios. El
inserto mas grande fue el de la clona ACII-2 con 3977 pb y fue subclonado en pBluescript
(Stratagene) para ser secuenciado. La secuenciacion revelé que el inserto comprende toda
la regién codificadora del Betaglicano en 2550 pb, incluyendo ademds 230 pb del extremo
5’ no traducido (5’UTR) asf como 1192 pb del extremo 3’ no traducido (3’UTR). Para
comprobar que el cDNA clonado contiene un Betaglicano con actividad biolégica, el
inserto de 3977 pb fue subclonado en el vector de expresion pcDNA3. Esta construccién
tanto como el vector vacio se transfectaron transitoriamente en células COS1. Las células
transfectadas fueron ensayadas con marcado por afinidad al '>I-TGF-B1 48 hr después de
la transfeccion. Posteriormente las células se lisaron y usando el anticuerpo policlonal #822
de conejo generado contra el ectodominio de Betaglicano de rata, estos lisados se
inmunoprecipitaron y sc separaron en geles de policarilamida / SDS [1 I] ‘Las sefiales se
revelaron por autoradiografia. ; s

Sccuenciaciéon :
La estrategia de secuenciacién consxstxo en generar fragmentacxones progreswas sobre el

inserto de la clona ACII-2 con exonucleasa Il (Erase-A-Base System, Promega, Cat. No.
1£5750) o con diversas enzimas de restriccion y religando los fragmentos producidos. La
sccuenciacion se llevo a cabo usando los oligonucledtidos T3 y T7 que flanquean a los
inscrtos o con oligonucledtidos sintetizados para “caminar” sobre los fragmentos generados
por las digestiones.

Muarcado por afinidad ¢ inmunoprecipitacion.

1 TGF-B1 fue marcado radiactivamente con ['2]] usando cloramina T [48). Brevemente:
las células en monocapa (aproximadamente 80% de confluencia) se incubaron por 3 hr a
4°C con '*’I- TGF-B a una concentracion de 50 pM, se entrecruzaron los rcceptores que
unieron al ligando con DSS (disuccinimidil-suberato). Las células se solubilizaron en
presencia de Triton X-100. Los extractos celulares resultantes fueron sujetos a
clectroforesis en geles de poliacrilamida y SDS (PAGE). La deteccion y andlisis de la
radioactividad se realizd con el sistema de deteccion STORM. Para la inmunoprecipitacién
los extractos celulares se diluyeron en amortiguador (25 mM Tris-HCI [pH 7.5] 150 mM
NaCl, 2.5 mM EDTA, | % Nonident P-40). Se pre-absorbieron con 50 pl de Sepharosa
CL-4B por 10 minutos a 4° C, se centrifugaron brevemente para separar detritus. Los
sobrenadantes se incubaron con el anticuerpo # 822 generado en conejo contra el
ectodominio del Betaglicano de rata por un periodo de 2-4 hr a 4° C. Los
inmunoprecipitados se recuperaron con una incubacién de 60 min a 4° C con Proteina A-
Sepharosa, se lavaron 3 veces con amortiguador PBS-Triton X-100 0.1 %- SDS 0.02 %, y
se resuspendieron directamente en amortiguador de carga para someterse a electroforesis
en gel de poliacrilamida al 7 % (Figura 8).




KDa

Proteoglicano
205
Proteina central
116
97.4
66

Figura 8. En esta autoradiografia se demuestra que el vector con el inserto (pcDNA3/CII2)
condujo a la expresién de un barrido caracteristico del Betaglicano por arriba de 200 kDa,
junto con una proporcién de la proteina central,
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Mutagénesis de Serinas 533 y 544

Para comprobar que las Ser 533 y 544 del cDNA murino estén' modificadas con
GAGs, y por lo tanto son homélogos funcionales de las Ser 533 y 546 de rata, se realizé
mutagénesis dirigida basada en PCR. Con el objetivo de cambiar los codones que codifican
para Serina por codones que codifican para Alanina es decir AGT por GCT y GTC por
GGC, se usaron olxgonucleétldos sintéticos para introducir las mutacnones deseadas como se
indica en la secuencia de la Figura 9:

Oligo 1027 Oligo 1029
1814 > ] - >
ccecctg gggatagcAG tggctggeca gacggctacg aagatttgga gTcgggtgat aatgg
ggggac ccctatcgTC accgaccggt ctgccgatge ttctaaacct cAgecccacta ttacce
.. P G D s s G W P D G Y E D L E 8 G: D .vivovun
< < : :
Oligo 1028 Oligo 1030~

Figura 9. Con mayusculas y bobrcsaltadas cn negro se indican los nt quc se modllu.aron
durante la sintesis de. los ohgonucleotldos para mtroduc1r las mutac1ones

Las secuencias'correspondiente

Oligo 1027 gggatageGCtggctggecaga 3’ . - tm= 73° C

Oligo 1028 ° " ggcgaé‘c‘ca“G‘Cy:gﬂcyta_;_qccéalgg:i':B"i.' w o tm= 75° C

Oligo 1029 " 5" "g’atv:tt;gggg(:; ggtéa“_taayi;.g 3 tm= 61° C

[}

Oligo 1030 -~ 57 vc:f;‘_ckcv:'t’:cc':ééat‘éttc 3¢ tm= 61° C

Ademas se. utlllzaron los oligonucledtidos HP4 y MN1 que flanquean la zona de
mutagenesns para ampllf'car los fragmentos de 939 pb y los sitios EcoRV y Pstl, que se
usaron para- substituir los fragmentos amplificados por PCR en el ¢cDNA original. La
estrategla general se 1lustra en el siguiente esquema:
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539 nt j
419nt
L - Ser 533
1027 MNI I
HP4 1028
-
HP4 939 nt MNI /
m # c¢DNA murino
EcoRVY Pst 1
1029 MNT ™
HPd PIRDEL
571 nt >— Ser 544
—»
386 nt
HP4 939 nt MNI1 J

Figura 10. En la parte superior se ilustra la estrategia de mutagénesis dirigida para la Ser
533. y en la parte inferior la estrategia de mutagénesis para la Ser 544, Por ejemplo, los
productos de 539 y 419 pb obtenidos por las PCRs: HP4¢>1028 y 1027 < MN|
respectivamente, sirvieron de molde para la amplificacién final con HP4¢<>MN], este
fragmento amplificado se corté con Eco RV.y Pst I y-el fragmento comprendido entre esos
sitios de restriccién se sustituyé en el ¢cDNA original, produciéndose asi la version
mutante en Ser 533,

Las versiones mutantes se subclonaron en el vector pPCMVS5, Cada mutante se confirmé a
través de secuenciacién, y para obtener la doble mutante, sobre la mutante Ser**3Ala se
* practicé la misma estrategia de mutagénesis empleada para la Ser’**Ala.

Expresion del cDNA y de las versiones mutantes.

Para probar las tres versiones mutantes (Ser533Ala, Sers“Ala, Ser533‘5“Ala), los
vectores construidos se transfectaron por el método DEAE-dextran en células COS1 y se
marcaron por afinidad con '**I-TGF2. Como se aprecia en la Figura 11, la version silvestre
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en pCMV5 muestra predominantemente el Betaglicano en la forma de proteoglicano.
Las versiones mutantes muestran una disminucidon del proteoglicano y la doble mutante
muestra una proteina central preponderante como un doblete entre 125-130 kDa versién
proteica desprovista de proteoglicanos, aunque muy probablemente unida a otros azicares.

\of
&
KDa
205 Proteoglicano
<@ Proteina Central
116
97.4
66

Crevireces

Figura 11. Células COSI1 transfectadas con las versiones mutadas de Betaglicano, marcadas
por afinidad con '*’I-TGF-, solubilizadas y sometidas a PAGE-SDS. Tanto en el carril de
la mutante S 533 A, como el de la mutante S 544 A se observa una disminucién en el
barrido caracteristico del Betaglicano respecto a la forma silvestre. En el carril de la doble
mutante § 533,544 A esta disminucion se acentiia, con lo cual se confirma que estas Serinas
son funcionalmente homélogas a las descritas en otras especies.
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B Con la secuen ia del cDNA del Betaglicano de raton nos fué posible crear un alineamiento
k _multlple nuevo, ‘incluyendo las otras especies en las que se conoce la secuencia del

_Betaglicano y: actualizar en un dendrograma el tipo de relaciones existentes entre las

’secuenmas de las especies caracterizadas, Figura 12.

Pe——— RATA

] RATON
HUMANO
CERDO
POLLO

66.5 % 81.7% T 94.4 % 100 %
84.8 %

Figura 12. La longitud de las lineas horizontales permite saber en términos porcentuales el
grado de similitud entre las secuencias o grupo de secuencias como lo muestra la barra
inferior del dendrograma. Asi, entre la secuencia de ratéon y de rata existe un 94.4% de
similitud. Resulta interesante comentar que desde el punto de vista comparativo, la
secuencia humana de Betaglicano es mas parecida a la secuencia del cerdo (84.8%) que a
la del raton (81.7%).
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Comentario y Discusién

Utilizando como sonda el cDNA de Betaglicano de rata, clonamos a partir de una biblioteca
de ¢cDNA de corazén murino, el cDNA de Betaglicano de ratén. La mutagénesis dirigida de
las Serinas 533 y 544 nos permitié comprobar que a cstos residuos sc unen las cadenas de
glicosaminoglicanos (GAGs). Ademas de ampliar nuestro conocimiento en términos
filogenéticos sobre el Betaglicano, debido a la relevancia médica que esta proteina puede
tener, la referencia en el ratébn nos aporta criterios firmes sobre la validez o limitaciones
que tendra el abordaje de nuevos estudios del Betaglicano in vivo usando el modelo murino.

Los resultados presentados en este capitulo, han sido publicados en BBA Biochimica et
Biophysica Acta 1384, Murine betaglycan primary structure, expression and
glycosaminoglycan M. Verénica Ponce-Castaiieda, José Esparza-Lépez, M.
Magdalena Vilchis-Landeros, Valentin Mendoza R., Fernando Lépez-Casillas.

La copia del articulo se encuentra al final de esta tesis.
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VI. CARACTERIZACION DEL EXTREMO 5’ DEL mRNA HUMANO

Abordaje Experimental

Con la clonacién del cDNA murino nos dimos a la busqueda de las secuencias gendmicas
reguladoras del Betaglicano, para lo cual recurrimos a los servicios de tamizaje de
bibliotecas gendmicas en BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) de la compaiifa
Molecular Genetics. Usando como sonda el inserto completo de la clona ACII -2, el cual
incluye ademds de la region codificadora 230 nt de la regiéon 5° no traducida (5’UTR) , se
obtuvo de Molecular Genetics un BAC que a pesar de tener aproximadamente 150 Kb de
inserto no contenia las secuencias del 5S’UTR. Por otro lado la busqueda de las secuencias
gendmicas humanas en una biblioteca gendmica en Agtl0, nos habia demostrado que los
exones cercanos al inicio de la traduccién estdn espaciados por intrones muy grandes (el
exon que contiene el ATG que codifica la primera Medicinan, se encontrd en un inserto de
aproximadamente 10 kpb), lo cual también dificultaba la identificacién de los primeros
exones con esa estrategia. Mientras la compafifa Molecular Genetics realizaba un scgundo
tamizaje cn la biblioteca murina de BACs usando como sonda solamente los ~230 nt del
5’UTR del mensajero murino, la disponibilidad y el ordenamiento preliminar a través del
proyecto del genoma humano de las secuencias en el cromosoma 1, permitié resolver el
obsticulo de los grandes introncs con otro abordaje: procedimos a la identificacion de los
primeros exones del gene a través de la caracterizacién del extremo 5° UTR del mensajero
humano. Para clonar las secuencias de los primeros exones del gene humano de
Betaglicano, caracterizamos y clonamos ¢l extremo 5° UTR del mensajero usando la
metodologia RLM-RACE (“T4 RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA
Ends”). Una vez obtenidos los fragmentos de amplificacién, se subclonaron y se
secuenciaron. ,

Protocolo GeneRacer

L.a técnica se basa en la ligacion de un oligonucleétido (RACE 5°) que selectivamente se
une a los extremos 5° de mRNA que han sido descasquetados, y en el empleo de un
oligonucledtido especifico del gene de interés (GSP3’), para transcribir con Transcriptasa
Reversa ¢l mensajero a ¢DNA, y posteriormente amplificar por PCR ¢l segmento
comprendido entre ambos oligonucledtidos.

Purificacion de RNA humano total

Usando células en cultivo HepG2 derivadas de un hepatoma humano y en donde se
expresa el Betaglicano, se procedi6 a la extraccion y purificacion del RNA total usando el
sistema de purificacion Ultraspec RNA system, Cat. No. BL-10050, BIOTECX
Laboratories, Inc.

Diseiio del oligonucleétido gene especifico

Los criterios para el disefio del Oligonucledtido Gene Especifico del Betaglicano (GSP 3°)
son:

e Contenido GC de 50-70 % para obtener una temperatura de alineamiento alta, >70° C.
e 23-28 nt de longitud para incrementar la especificidad de alineamiento.
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y esta ublcado n'las bases 42 16 de la region codificadora del Betaglicano humano como
se llustra contmuacmn

5 écrgéigayégcadctéttggagaaataaaa)\'rcact tcccattatgtgattgecatctttgeecctgatgagcttet 37

¢

Brevemente, el protoco]o RACE consiste en lo siguiente:
Usando. CIP (“Calflntestme Phosphatase”) se desfosforilaron 4jug de RNA total con lo cual
Lse quntaron losrgrupos fosfato ¢n las posiciones 5° de los RNA no mensajcros Y de los
" mRNA: truncados, CIP no tiene efecto sobre los mensajeros encasquetados. :
A continuacién el RNA tratado con CIP se tratd6 con TAP (“Tobacco Amdr
Pyrophosphatasc™) para liberar ¢l casquete de los extremos 57 de los mRNA, este
tratamiento deja libre los fosfatos 5’ que se necesitan para la ligacion del oligonucledtido
RACE 5°. Posteriormente se ligd el oligo RACE 5’ a estos mRNA usando T4 RNA ligasa.
Usando ¢l GSP 3’ como iniciador se realizé transcripcion reversa con AMV RT, el cDNA
resultante constituye el molde con extremos conocidos sobre el cual se practicé PCR. Los
productos de amplificacién, cn cste caso una banda de ~400 pb, fuc purificada del gel de
agarosa.

Protocolo TOPO-Cloning

Usando e! vector pCR4-TOPO / EcoRIl activado con topoisomerasa, se ligaron los
fragmentos purificados del gel, se transformé la reaccion de ligacion en células E.coli
DH5-o¢  competentes y se analizaron las colonias recombinantes produciendo
minipreparaciones de plasmidos y digiriendo con la enzima EcoRI que libera los insertos.
El analisis preliminar incluyé también un estampado de colonias sobre membranas de
nitrocelulosa. Para identificar el contenido de las secuencias sc llevé a cabo la hibridacion
tipo southern usando como sondas, oligonucleétidos sintéticos basados en la secuencia
publicada del Betaglicano humano, correspondientes a las secuencias conocidas del 5> UTR
y en la regién inmediata del inicio de la traduccién. Figura 13.
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Figura 13. Hibridacién tipo Southern de colonias recombinantes con los productos
de amplificacion del sistema RACE. El oligonucleétido empleado como sonda para
la hibridacién se ubica a —78-101 nt corriente arriba del ORF de las secuencias
humanas del extremo 5°UTR publicadas [5]. Las colonias correspondientes a las
posiciones Al, A2, A3, A7, A8, C1, C3,y D3 no hibridaron con con la sonda.
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Sccuenciacién y anilisis de clonas recombinantes
Las secuencias de las clonas recombinantes nos permitié identificar dos poblaciones

de extremos 5° UTR. Identificamos las dos poblaciones con los nombres RACE 8 y RACE
9. La mayoria de las clonas analizadas por secuenciacién (14/18) contienen la secuencia
RACE 8y sélo 4 contienen la secuencia RACE 9. (Figura 14).

Las secuencias respectivas son:

RACE 8 (359pb)

CTTTCCTGTT
TTCCCGGAGC
CAGCTGCCGA
GGGTGGATCT
TACTTCTGAT

CCCAGCGAGT
TCCCTGCAGG
GCTCGCCGCC
CCGCTGGACA
TTGCAAAGAT

GAAGGAGGGC
AGGTGAGAGT
GCCGAGCGCT
CACCGCCTCC
GGTCTGTGCT

AGTCGGCGGC
CCCCAGCGGG
GGGCGGGGAA
GAGGAGGCAG

TCTCGCGCCC
TCCGGATGGC
ACTTGCCGCC
TTTGAAAATT

CGGCCACTTT
GTAGTTTTGC
GCTTTCCTCC
GCAAGGAGGG

CCCTGCGCGA
CGCGGCGCAG
AACTTGCTGC
ACTTTAAGAC

CCGAGCAGGC

TAAAGTGACT

GGACGAGACG

CACTGTTGGA

TG

GAAATAAARA

RACI 9 (322pb)

GCGCTGATTG
acaecroaraa
GGGCAGTCGG
CAGTTTGAAA

CTGTGGCGTC
GGGTANTCGA
CGGCTCICGC
ATTGCAAGGA

CTGCCCGTCC
GOGGIMMICGao
GCCCCGGCCA
GGGACTTTAA

CCGCCCGCGT
GNIGCCGAGE
CTTICCCTGC
GACTACTTCT

GTGTGCGAGG
GGCACTTrCC
GCGATTCCCG
GATTTGCAAA

GAGGGCGAGT
TCPTCCCNGE
GAGCTCCCTG
GATGGTCTGT

GCGCCGGGTC
CGOGTGANGGA
CAGGAGGAGG
GCTCCGAGCA

GGCTAAAGTG

ACTGGACGAG

ACGCACTGTT

GGAGAAATAA

AAATG

Figura 14. El ATG que estd resaltado al final en cada secuencia corresponde al codon de
iniciacion del ORF. Las sccuencias subrayadas corresponden a sccuencias comunes en
ambas poblaciones de RACE identificadas a simple vista.

El analisis comparativo entre las secuencias RACE 8 y 9 usando el programa
BLAST, nos permitié ir ubicando y refinando la localizacién de estas secuencias en el
genoma humano. Primeramente este andlisis establecié que las secuencias RACE 8 y 9 se
encuentran exclusivamente en el cromosoma 1 en el locus del Betaglicano como se ilustra
en la Figura 15, también establecié que se encuentran corriente arriba (5°) de los exones
codificadores del Betaglicano lo cual es consistente con la posicién que se espera de las
posiciones +1 respecto al resto de la unidad transcripcional, datos que confirman la
identidad de estos extremos 5°.

Los resultados del programa BLAST indican también, que cada secuencia RACE
esta formada por dos segmentos que encuentran su contraparte en la secuencias genémicas
(exones) separados por aproximadamente 80 Kpb. Esto demuestra que cada 5° UTR del
Betaglicano humano esta constituido por dos exones.

Tanto las secuencias de RACE 8 y 9 como el resto del gene de Betaglicano se
encuentran en el Contig NT_004686.5 panel B de la Figura 15. Un Contig (del inglés
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Contiguous) es un segmento grande entre ly 3 Mpb de DNA secuenciado,
ensamblado a partir de segmentos mas pequefios y orientado respecto al centromero y
constituyen los mapas fisicos de DNA de mas alta resolucién que publica NCBI a través del
proyecto del genoma humano.

A B Genes_seq 21X Cont.ig“ﬂ

e Exé6n2

- L—Tcrsns >

q 11 Contig

i NT_004686.5
] 92550k

[—BROT 92574

P, PP AP, NP T

i

-

]

« Exonl

o) 25Nkt

Figura 15. Resultados graficos de BLAST con la secuencia RACE 8, se obtienen imagenes
similares con RACE 9. A Ideograma del cromosoma 1, la marca roja indica el sitio en que
se encontraron las secuencias genomicas correspondientes a RACE 8. B A la izquierda, esta
el mapa de los genes identificados en la zona. BRDT es un gene vecino y esta sobrepuesto
en el Betaglicano (TGFBR3) debido a que el mapa es de baja resolucién. A la derecha esta
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el mapa del Contig NT 4686 5, las dos marcas ro_]as‘ md_lcan la ubicacion de los dos
segmentos 0 cxones que forman las sccucnua dc RACE 8. o

Las dos posiciones +! (una de RACE8 y otra de RACE9) se encuentran muy cercanas una
de la otra: a 115 pb de distancia. Sin embargo un analisis cuidadoso de la localizacion de
las secuencias RACE 8 y RACE 9 indica que ex1ste una sobreposicién en el contenido de
las secuencias genémlcas en el primer exén.

Lo anterior se aprecia mejor al visualizar la comparacion de las secuencias RACE y las
secuencias gendmicas, base por base en un mapa de alta resolucién sobre la secuencia del

Contig NT_004686.5 Figura 16.

RACES

INT_004686.51Hs1_4843 Homo sapiens chromosome 1 working draft sequence segment
Length = 2128609
Identities = 243/245 (99%), Gaps = 2/245 (0%)
Strand = Plus / Minus

Query: 4 ctttecctectteccagocgagtgaaggagggcagtecggcggetotegegecccggecacttt- 62
PEETEEERE s vreenintererebrreeerrrerenerrninerrnreinel

Sbjct: 440782 ctttcctettcccagegagtgaaggagggecagteggeggetetegegecceggecacttt 440723

Query: 63 ccctgegogattocoggageteccctgcaggaggtgagagtccc-agegggtccggatgge 121
PErrrrrirerenirrrerrrrterrrrrerieeecntorn e terireerratrnn

Shict @ 440722 coctqeqgeaqat teecqaanet cocet gqeaqaaqat gagaqtocceagqedaat ecagqat oo 4406673

Query; 122 . 'gtagttttgccgcggecgcagcagctgeoecggagetcgecgecgecgagegetgggegggga 181

Covem brnrrrrrrprrrerrrrrerrree et eerrrnrnerrnireerrr et
$bjot: 440662 gragitttlgecgcggegoageagetgecyygagetcgecgecygcegageygetyggegggga 140603

ouery' 182 aacttgccgcegetttectccaacttgetgegggtggatctccgaotggacacacecgecte 241
Perrrrrrrbesrrrrrrrerrbrertrrrrrriratrear et rienenietered

Sbjct: 440602 aactigecgecgetttectecaacttgetgegggtggatetecgetgpacacacegecte 440543

RACE 9
INT_004686.5!Hsl_4843 Homo sapiens chromosome 1 worklng draft sequence
segment . .
Length = 2128609
Identities = 207/208 (99%)
Strand = Plus / Minus

Query: 3 cgcgctgattgctgtggcgccctgcccgtccccgcccchtgtéﬁ@d@agg§5§g§égag:62 f
) R RN RN RN AR RN N R AR R R RN RN R RN RN NN RN
Sbjct: 440897 cgcgctgattqctgtggcqtcccgcccgtccccgcccgcgtgtgtgcgagggagggcgag 440838

Query: 63 tgcgccgggtcgqcctqatgggggtaatcgagggcttcgggqatgccgagcggcac
. RN R RN NN RN R R AR NN RN RN R AR NN R AN AR RN RN E
Sbjct: 440837 tgcgccgggtcggcctgatgggggtaatcgagggtttcggggacgc;gagcggcg;tttc

Query: 123; . ctcttcccagcgagtgaaggagggcagtcggcggccatcgcgccccggccactttccctg 182
e BE IIIllllIlllllllllllllIIIIIIIIIIllllllllllllllllllllllllIIIII
Sb)ct:1440777 ctcttcccagcgagtqaaggaggucagtcggcggctctcgcgccccggccactttccctg ﬁ407;8

‘Que;y: 183 ¢ cgecgattcccggagctccctgcaggagg 210 -
Gl teererrerrerernreerrrriinen
Sbjct: 440717 cgcgactcccggagctccctgcaggagg 440690

"'me de figura en la sipuiente pigina
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~ Figura 16. Las secuencias en el renglon “query” corresponden a RACE, las secuencias
“subject” corresponden al Contig NT_004686.5. La numeracion en ia secuencia del Contig
revela un sobreposicion entre ambas secuencias.

Para determinar el lugar en el que este sobreposicion ocurre y definir con precision
los limites y los contenidos exonicos que tienen estos mensajeros, se realizé un analisis
comparativo entre las dos secuencias RACE. El analisis establecié que estas secuencias se
sobreponen en una region de 92 pb como se ilustra a continuacion:

NT_004686.5
440 897 pb 440 782 pb 440 690 pb 440 543 pb

«— 240t

RACE 9

210 nt T

-— _—
ATG

Figura 17 La relacion que hay entre las secuencias RACE8, RACE9 y el Contig
NT_004686.5, sugiere que pueden existen dos probables sitios de inicio de la transcripcion.
Ademids de la sobreposicion de estas 92 pb, a partir de la base 241 en RACES y de la base
211 de RACED9 las dos poblaciones tienen las mismas secuencias.

Estos hallazgos nos permiten proponer que estas dos poblaciones de RACE comparten el
segundo exdon que incluye el ORF, y nos permiten sugerir que en el primer
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exon de este gene exxsten dos lugares donde puede iniciar la transcnpcxon, separados por

: No obstante quc la onentamén general de estas secuencias respecto al resto del gene
de Betaghcano es consistente, la similitud encontrada entre las secuencias RACE8 y 9 en
el Contig NT_004686.5, es con la hebra de DNA “minus”. Esto quiere decir que estan en
el ‘sentido ‘opuesto respecto a la orientacion de la hebra codificadora del gene de
Betaglicano en ese Contig. Esto es probablemente debido a que la secuencia de este Contig
es una versién preliminar, y todavia estd sujeta a revisiones continuas, como advierte la

807

nota en el encabezado de la secuencia del Contig NT_004686.5.

Hallazgos en el 5°UTR de los mRNA amplificados por RACE
La buisqueda de motivos funcionales en bases de datos especializadas en regiones

no traducidas de mRNA con el programa UTRScan [49],
secuencia IRES del inglés “Internal Ribosome Entry Site”,

revelo la existencia de una
proximo al ATG tanto en las

secuencias d¢ RACE 8 como RACE 9, y una sccuencia 15-LOX.DICE del inglés
“Differentiation Control Element” en RACE 8 aunque incompleta, como se indica en la

Figura 18.
- RACE 8 (359gb) .
% R 30 50 70
o II' LZ("I('I"I', (:I\(.((/\(.‘l' GARGGAGGLGE AGTICGGLGGE TCTCOGLGLCTE CGGLCACTIMY CCOTGEGCGA
Ll 100 120 140
TTCCCGGAGC TCCCTGCAGG AGGTGAGAGT CCCCAGCGGG TCCGGATGGC GTAGTTTTGC CGCGGCGCAG
1500 g : 170 190 210
" CAGCIGCCGA GCTCGCCGEC | GCCGAGCGCT GGGCGGGGAA ACITGCCGCC GCITTCCICC AACTTGCIGC
220 ) 240 . 260 280
GGGTGGATCT CCGCTGGACA CACCGCCTCC GAGGAGGCAG TTTGAAAATT GCAAGGAGGG ACTTTAAGAC
290 : 310 330 350
TACTTCTGAT TTGCAAAGAT GGTCTGTGCT CCGAGCAGGC TAAAGTGACT GGACGAGACG CACTGTTGGA
360 : ‘
GAAATAAAAA_TG.
RACE 9 (322pb) S
30 50 70
GCGCTGATTG CTGTGGCGTC CTGCCCGTCC CCGCCCGCGT GTGTGCGAGG GAGGGCGAGT GCGCCGGGTC
80 100 . : 120 140
GGCCTGATGG GGGTAATCGA GGGTTTCGGG GATGCCGAGC GGCACTTTCC TCTTCCCAGC GCGTGAAGGA
150 170 e 190 . ) ©.210
GGGCAGTCGG CGGCTCTCGC GCCCCGGCCA CTTTCCCTGC GCGATTCCCG GAGCTCCCTG CAGGAGGAGG
220 240 260 CoL T 280
CAGTTTGAAA ATTGCAAGGA GGGACTTTAA GACTACTTCT GATTTGCAAA GATGGTCTGT GCTCCGAGCA
290 310 330
GGCTAAAGTG _ACTGGACGAG ACGCACTGTT GGAGAAATAA AAATG

Figura 18. En letras cursivas se sefiala la secuencia que forma el IRES, y en la secuencia
RACE 8 se sefiala en negritas la estructura 15-LOX-DICE. El ex6n 2 esta subrayado y sélo

incluye hasta el ATG de la Metionina inicial..

33



Definicion de IRES.
Las secuencias IRES en los mRNA forman una estructura secundaria que controla

la traduccién del mRNA. La mayoria de los mRNA eucariones son traducidos a través de
un mecanismo mas comin que es el dependiente del casquete de metilguanosina del
extremo 5°. En este casquete se ensamblan los factores de iniciacién con la subunidad
pequefa del ribosoma, el que inicia un rastreo sobre el mensajero hasta encontrar en un
contexto propicio el codon AUG que codifica la Metionina inicial. En ese momento
empieza la fase de elongacién del péptido [50]. Existen mecanismos alternativos de
iniciacién independientes del casqucte del extremo 5' . La uni6n del ribosoma a un sitio
interno del mRNA (IRES) es un mecanismo de traduccion alternativo al mecanismo de
traduccién dependiente del reconocimiento del casquete de metilguanosina del extremo 5°,
y fué descrito inicialmente en picornavirus [51]. El inicio de la traduccién interno le
permite a los picornavirus, cuyos mensajeros no tienen casquete en el extremo 5°, escapar
del apagado de la maquinaria traduccional del huésped que ocurre durante la infeccién por
por estos virus. Los IRES pueden discriminarse funcionalmente de otras estructuras
secundarias de los 5°UTRs, por su habilidad de mediar la traduccién de segundos ORFs en’
mRNA bicistronicos reporteros , independientemente del status traduccional del primer
ORF [52][53]. Los IRES en mRNA eucariontes son similares pero menos complcjos que
los virales, pueden usar componentes en frans distintos a los que utilizan los IRES virales y
pueden ser tan pequefios como 35 nucledtidos de largo [54]. El IRES cncontrado c¢n los
5'UTR de Betaglicano es de 82 nt de largo por lo que es muy probablemente funcional. La
traduccion de mRNA celulares mediada por IRES provee un mecanismo de traduccién de
un mRNA cspecifico en circunstancias por cjemplo, en las que ¢l mecanismo dependicente
del casquete de guanosina esté inhabilitado. Ademas constituye un artefacto estructural con
un potencial regulatorio que puede funcionar en varios contextos biolégicos [55].

La busqueda de motivos estructurales también identificé un elemento 15-LOX-DICE
(“Differentiation Control Element”), aunque incompleto con sélo 14 nt de largo, lo que

_probablemente lo haga no funcional. EI LOX-DICE completo, es decir de 38 nt ¢s un
elemento silenciador de la traduccidn, descrito inicialmente en el extremo 3'UTR del gene
15-lipoxigenasa. La proteina LOX, se expresa en células eritroides justo antes de madurar
en eritrocitos, y estd involucrada en la desintegraciéon de la mitocondria. Esta restriccién en
la expresion se logra silenciando la traduccién del mRNA en los precursores eritroides, a
través de un complejo especifico LOX-DICE-proteinas [56]. El hecho de que el elemento
encontrado en el Betaglicano esté incompleto, limita las posibilidades de especular sobre el
papel que en la regulacién de la traduccion pueda tener .

La prediccién de estructuras secundarias estables de RNA, basada en la secuencias RACE
8 yRACE 9 (GCG Wisconsin Package -RNA Secondary Structure Function, FoldRNA y
Squiggles-) produjo varios modelos de estructuras ver Figura 19 en la siguiente pagina. En
la misma figura se muestra el modelo mas estudiado y detallado de un IRES, el del virus de
la hepatitis C.

34



‘rg_ o
&
G-
conC4,
. cal
"’g- 170
&
y:
H

‘99pc0
b9+ e

iy

o0
‘;E,f.;:zz:::) ca8s
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Alineamiento miiltiple de los 5’UTR de Betaglicano

Los resultados del alineamiento progresivo base por base de las secuencias 5° UTR
de Betaglicano disponibles, se muestran a continuacion en la Figura 20. El algoritmo con el
que hicieron estos alineamientos introduce espacios para encontrar el alineamiento 6ptimo
y esto permite visualizar los residuos estrictamente conservados en todas las secuencias de
las especies incluidas, esos residuos estan marcados en rojo. Ademas es posible ver a través
de estos alineamientos que hay regiones conservadas, aunque no estrictamente en cada
posicion, lo que sugiere que estas secuencias pueden también estar jugando un papel en la
regulacion de la expresion de este gene al funcionar como secuencias blanco de proteinas
que regulen la traduccidn.

1 50
5/utr-ratén ~ ~ ~— -
5'utr-rata cctggcagtg agagacagtg gggagaggag aaagcgggcet gctgtccttce
RACE-9 -~ ~~~gcgctga ttgctgtgge
RACE-8 ~~ctttccte ttccagcgag tgaaggaggg cagtecggegg ctctegcegaa
5‘utr~-pollo
51 100
5'utr-ratén : gaattce
5r'utr-rata caggccactt tecgctgcgeg attccgegag ctcccggcag gaggtgaaag
RACE-9 ' :gtcctgeeccg tceccogeecg cgtgtgtgeg agggagggceg agtgegecgg
RACE-8 “aaggccactt tcectgcgeg attcccggag ctccctgcag gaggtgagag
5'utr-pollo .~
oo 0101 150
S'utr-~ratén gcggccgecgt cgaccggatg gegcagttga actgc.gctg ctgagctcge
5‘utr-rata’ tcecccggcgg ggtccggatg gegecagttge actgeggcetg ctgagctcge
RACE~9 '  gtcggcctga tgggggtaat cgagggtttc ggggatgcecg agcggcactt
RACE-8 ' tcccagcggg teccggatgge gtagttttge cgcggegcag cagctgcecgg
S5’utr-pollo - ———
S SRR 5 & 200
5'utr-ratén: ggccgcetge gecgegctgg. ...ggggact cgtctggget ....actcec
‘S'utr-rata’ ggccgcctgc gcgecgcetggg cgeggggact cgcttegget agtaactcct
RACE-9 . tcctcttcce agcgagtgaa ggagggcagt cggcggcectcect cgcecgccccgg
"RACE-8 ' agctcgecgc cgecgagcgce tgggegggga aacttgccge cgetttecte
S*'utr-pollo . —— ———
. 201 250
5'utr-ratén ccacctecgcg ttggacgacc ggtcctggac acaccgcttg cgaggcaagt
5'utr-rata ccacctcgeg geggacgacce ggtcctggac acgetgcctg cgaggcaagt
RACE-9 ccactttcce tgcgcgattc ccggagctcce ctgcag. .ga ggaggcagtt
RACE-8  caacttgctg cgggtggatc tccgetggac acaccgectc gaggcagtt.
S'utr-pollo ~5~~~—cggc gcgcgggacg aggcgtggac ggagcccctg ccaggcaatt
51 300
5'utr-ratén tgaacattgc agagaaggat cttaaggcta cacccgactt gccacacttg
S5'utr-rata tgaacagtgc agagaaggat cttaaagcta cacccgactt gccacgattg
RACE-9 tgaaaattgc aagga.ggac tttaagacta cttctgattt gc.aaaqgatg
RACE-8 tgaaaattgc aaggagggac tttaagacta cttctgattt gcaaaagatqg
S5'utr-pollo agaagcctgg aagatctgat ttcaaagcac accacaattt tcaaaggaag
01 350
Sfutr-raton ccatccagct gaagaaccaa aggctgttgg agagatggca atg-~~~~~-~~
"5'utr-rata ccttcaatct gaagaaccaa aggctgttgg agagatg-~—~~ ~~~~~~~~oe
RACE-9 tctgtgcte cgqagcaggct aaagtgactg ccacqgagacg cactgttgga
RACE-8 tctgtgcte cgagcagqcect aaagtgactqg .gacgaga cactgttgga

5'utr-pollo

taaatctaca tgaagagcta cagaaagaac tgatttaaga agacggtgct
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351 362
5'utr-raton ~~~~~s~~~s~ o~
S5/utr~rata . ~~~~~vsvsv~nms o~

RACE-9 gaaataaaaa tg
RACE-8 gaaataaaaa tg
5'utr-pollo tgcaaaaatg ~~

Figura 20. Con cursivas y subrayado se sefiala la secuenma que dg lugar all IRES en RACE ‘
8 y RACE 9, como se observa. este elemento estructural no; esta’ conservado_en el rcsto de
las secuencias, tampoco fue detectado con el prog ma UT :

Comentano y Discusién C
La mayoria de los mRNA eucariontes tlenen extremos 5 U tre 20 y -100

nucledtidos de largo. Bajo ese criterio el Betaglicano humano con 359 pb en una versién y
322 pb en otra, posee extremos 5’UTR largos. Experimentalmente, los recortamientos de
los 5’UTR a menos de 12 nucleétidos imposibilitan la traducci6n, en contraste el aumento
dc la longitud del 5°UTR pucde incrementar la eficiencia de traduccién, debido a.quc sc
pueden cargar méds complejos de preiniciacidon sobre la hebra S’UTR. Sin embargo muchos
mRNA celulares con extremos 5’UTR excepcionalmente largos, se traducen pobremente
debido a la presencia de estructuras sccundarias, Esto parcce ser especialmente comiin ¢n
mRNA que codifican proto-oncogenes, factores de transcripcién, factores de crecimiento
[57] y sus receptores como es el caso de Betaglicano. Lo que sugiere que su traduccién es
rigurosamente regulada. Bajo qué circunstancias y en qué lugares del organismo cntran ¢n
juego estos mecanismos regulatorios, son preguntas por abordarse.

La confirmacion de la existencia de estas dos especies de S’UTR (RACES8 y 9) y su
significado funcional son temas por explorar. Los experimentos de “primer cxtension™ no
han sido concluyentes, en parte debido a que los oligonucledtidos empleados corresponden
a secuencias del segundo exén y es probable que las estructuras secundarias que muy
probablemente existen obstaculicen la transcripcion con AMV RT. Generar nuevos
oligonucledtidos y condicionarlos para que funcionen en los ensayos de “primer extension”
aportara pruebas valiosas sobre la existencia de RACE 8 y 9 in vivo. También scran de
utilidad ensayos de digestion a la nucleasa S1 para determinar el o los dos sitios de incio de
la transcripcion. En este momento no es posible determinar si las dos variaciones del exon 1
se derivan del proceso de empalme o si efcctivamente se trata de dos inicios de la
transcripcion independientes.

Queda por comentar que el segundo tamizaje con la compaifiia Molecular Genetics
aporté un nuevo BAC con otras 150 kpb corriente arriba de la region codificadora. El arribo
de este BAC, se sobrepuso con los momentos en que la amplificacién a partir de DNA
genémico humano se estaba llevando a cabo, por lo que la caracterizacion del promotor
murino, quedo a cargo de otro miembro del laboratorio.

37




Vil. ESTRUCTURA DEL GENE HUMANO DE BETAGLICANO

El gene humano de Betaglicano se encuentra en el cromosoma humano nimero 1.
Usando técnicas de citogenética y FISH (Fluorescent in situ Hibridization) se ha reportado
su localizacién en la banda 1 p32-33 [58]. Sin embargo por mapeo fisico y secuenciacion,
el proyecto del genoma humano reporta la ubicacion del Betaglicano en el contig
NT_004686.5 cuya localizacion genética corresponde a la banda 1 p21-22, como se ilustra
en la Figura 21.
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Figura 21 A Cromosoma 1 tefiido con Giemsa. B Tres mapas equivalentes de la region
sombreada en A. Izquierda, mapa con algunos genes identificados en la region; centro,
mapa citogenético banda 1p21-22; derecha, mapa de los Contigs disponibles en la zona.
Las marcas rojas indican la posicién de las secuencias RACE.
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Dentro del Contig NT_004686.5, el gene de Betaglicano esta esparcido en un segmento de
aproximadamente 300 000 pb, como se ilustra en la figura 22.
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Figura 22 En azul obscuro se representan los segmentos que comprenden el gene de
Betaglicano ya ensamblados. “Variation™ indica a las variantes polimérficas de nucleétido

sencillo (SNP) encontradas en la secuencia del gene de Betaglicano.

Las secuencias RACE 8 y RACE 9 que obtuvimos al caracterizar el extremo 5° no
traducido del mRNA y discutidas en el capitulo VI, apoyan el modelo de dos variaciones
del exdn 1. Considerando estas evidencias experimentales y la informacion publicada a
través del proyecto del genoma humano, el gene de Betaglicano estaria constituido por 17
exones y en la tabla siguiente se resumen las caracteristicas generales.
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Ubicacion en
NT_004686.5

Exdn No. :

- Tamafo
enpboo

“Intrén -

“tamafio cn pb

440897-440690
440782-440538

- 521085-521258

658640 - 658820 .

696114-696251 -

7199165720099,

mniTe

734645-734982° -

12

13
14
15
16
17

210

240

173

180
137
183
168 -
147
189
337
151
140
158
299
120
41
107

1431

. 80547

'  137 382
372947
| 23665
4803
5 515 “

1 72 5

430

2604
174 -

3693

3460 .

10534
2310

11 825

Tabla 1. La répresgn;aglpnvde estos datos se encuentran en la Figura 23, en la siguiente

+ péagina..
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Figura 23. Representacion de la estructura del gene de Betaglicano,
en el texto se indican los tamafios de los intrones mds pequeiios.



Relaciones estructurales entre las secuencias exénicas y peptidicas del Betaglicano

En las secuencias de la Figura 24 se ilustran alternando entre los colores amarillo y
verde los limites exénicos en el cDNA, y en la region codificadora sobre la secuencia
peptidica se han sobresaltado en azul las estructuas a-hélice y en rojo las estructuras [3-
{plegadas predichas con el programa Expasy. Esta ilustracién permite visualizar la relacién
que hay entre la estructura exénica del gene y las estructuras secundarias que por lo menos
a nivel tedrico se pueden deducir a partir de la secuencia primaria, lo que se puede llamar
la modularidad del disefio de Betaglicano a nivel exénico. Como puntos sobresalientes hay
que destacar que la secuencia del péptido sefial constituido por los primeros 20 residuos,
esta incluido en un solo exdn (el exén 2), asi como toda la region transmembrana (exon 16),
y practicamente toda la region citoplasmatica (exén 17). 30 de 37 a-hélices o B-plegadas se
encuentran codificadas dentro de regiones exdnicas y solo 7 subestructuras se encuentran
codificadas entre los limites de dos exones.

Comentario y Discusion Sl

La discrepancia que existe entre la  ubicacion del Betaglicano por métodos
citogenéticos y el mapeo fisico, puede deberse a limitaciones en la técnica citogenética
empleada y a la complejidad del cromosoma .1 por. ser el mas grande de todos los
cromosomas humanos. Los cromosomas mitdticos que estdn en metafase temprana
mucstran mas bandas dc condensacidon quc los cromosomas que cstan cn mctafasc mas
tardia. Por lo que la ubicacion citogenética pudo haber variado dependiendo si la tincion se
realizé en metafase temprana o tardia.

El tamafio de los intrones en organismos cucariontes, ticne un rango amplisimo que
va entre 80 nt a > 10 000 nt [59]. Los primeros tres intrones del gene de Betaglicano caen
dentro del rango de intrones muy grandes. Sin embargo hay que tener en cuenta que las
sccuencias del Contig NT_004686.5, no son versiones dcfinitivas cn cuanto a su
orientacidon. La reubicacion exénica dentro de algun segmento variara las distancias
intrénicas establecidas actualmente si esas orientaciones cambian.

El gene de Betaglicano esta dentro de las categorias mediano-grande si lo
comparamos con algunos otros genes humanos:

Tamaijio del gene tamaiio del mRNA  # de intrones (*)

Gene miles de nucledtidos miles de nucledtidos #
B-globina 1.5 0.6 2
insulina 1.7 0.4 2
albimina 25 2.1 14
factor VIII 186 9 25
tiroglobulina 300 8.7 36
Betaglicano 300 7.5 16
Distrofina >2000 17 > 50

* Tomado de [59] p. 340.
En cuanto a la modularidad exdnica, se puede decir que con las herramientas de
prediccién estructural disponibles hoy en dia, las posibilidades son altas de que
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ccaacttgctgegggtggatctcecgetggacacaccgectccgaggeagtttgaaaattgcaaggagggactttaagactacttectgatttgcaaagatg

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
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3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500
tcctectgtetaatttgcacctttgtetggatgcactecttotgaccttgetgeocacaaccttaaggcaacattccttgettgtgeccctgggecaaaacca

3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
atgctgatgaccttatcagettcctgtttetteccatactgecatacaccactgecaaaatgtcttaatgcaaattttgtatttcttacaggectacagaaa

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700
ttgaaaatgaccaaaatcaggaaccacagatttgtgcccattcctaatattttgttotgcaaattaatgt ataatttgaggtgaaattcagttataaagt

3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800
caaggacgaatttgcacagtgatatatttc tatgtgtatgcaagtacaagtatataatatttttagagttgcaacttaagtatatttggtagggtgagtg

3810 3820 3830 3840
tttccactcaaaatatgtca acttaaaaaaaaa
3850 3860 3870 3880

Figura 24. Los residuos peptidicos codificados de la base 350 a la 417 y resaltados en gris corresponden al
péptido seiial. Los residuos codificados de la base 2701 a 2775 corresponde a la region transmembranal. El
extremo 5’ no traducido del primer ex6n, corresponde a las secuencias RACE 8.
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* Tomado de [59] p. 340. : .
“o“En’cuanto’a’ la modulandad cxomca, se pucdc decir que con las hcrramlcntds dc'fx :

prediccién  estructural dlspombles hoy en dia, las posibilidades -son altas’ de. que.- e
efectivamente las secuencias exdnicas correspondan a motivos estructurales especlﬁcos"'
dentro de la proteina como queda claramente definido para el péptido seial, la region
transmembranal, la cola citoplasmatica y el mimero 1mportante (30 de 37 oc-hehces o [3- ;.
plegadas) de estructuras secundarias codificadas dentro de regiones exdnicas. '
En la medida que los bancos de datos experimentales sobre estructuras protelcas
aumenten de tamafio, la busqueda de la relacion que puede existir entre exones'y dominios
especificos de las proteinas aportara evidencias mas sélidas que pucdan confrmar las‘ R
correlaciones incipientes encontradas en el anilisis reportado aqui. : N
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VIII. CLONACION DEL PROMOTOR Y ENSAYOS FUNCIONALES

Abordaje experimental

La comparacion de las sccuencias RACE 8 y RACE 9 usando el programa BLAST contra
el genoma humano, demostré la ubicacién exclusiva de las secuencias correspondientes en
el locus en donde esta localizado el Betaglicano. Las secuencias RACE sc encuentran en el
Contig denominado NT_ 004686.5 constituido por 2 128 609 pb. En ese Contig como ya
se comentd en el capitulo VI, también se encuentran las secuencias genémicas del gene de
Betaglicano. Las secuencias RACE constituyen muy probablemente dos inicios de la
transcripcion del Betaglicano y por lo tanto las secuencias inmediatas “corriente arriba”
contienen el promotor y otras secuencias reguladoras. Para probar esto y utilizando como
base la secuencia publicada de la region, se disefiaron una serie de oligonucleétidos con el
objetivo de amplificar el area de interés usando la reaccién de polimerasa en cadena (PCR)
a partir de DNA genémico humano. Una vez amplificados varios fragmentos se clonaron en
pTOPO, se identificaron por secuenciacion y posteriormente los fragmentos genémicos se
subclonaron en el vector pGL3-Basic que contiene el gene reportero de luciferasa. Siendo
la luciferasa una enzima monomérica y activa sin necesidad de modificaciones
postraduccionales, su actividad catalitica y cinética enzimatica es considerada un rcflcjo
casi directo de la actividad transcripcional del gene y por ende de las regiones reguladoras
colocadas corriente arriba de la regién codificadora.

Debido a que un ensayo funcional provee los medios para identificar y valorar la,

relevancia de los elementos regulatorios de una secuencia de DNA, es determinante en las
fases iniciales de estudios transcripcionales, contar con un sistema de induccién del gene
en cuestion en este caso Betaglicano, para poder delinear los elementos de control criticos
de su promotor o de regiones de control distales.

El proceso de diferenciacion de las células C2C12 constituye un ensayo funcional
adecuado ya que durante este fenémeno se observa un aumento en el mRNA de
Betaglicano. Las células C2C12, son mioblastos de ratén en los que se puede inducir un
proceso de diferenciacion a miotubos por deprivacién de factores de crecimiento. Este
sistema constituye un ensayo funcional ideal en el cual probar inicialmente la supuesta
actividad promotora del fragmento gendémico amplificado por PCR y subclonado en pGL3-
Basic.  Mediante experimentos de transfeccién transitoria en las células C2C12 , se
comprob6é la induccidn estadisticamente significativa del gene de luciferasa. Estos
resultados sugieren fuertemente que las secuencias amplificadas y clonadas contienen el
promotor del Betaglicano humano.

Ubicacién del primer exdén y de las secuencias corriente arriba

Asumiendo que el extremo 5° del transcrito maduro de Betaglicano contiene los
sitios de inicio de la transcripciéon , ubicamos las secuencias gendmicas correspondientes
en el Contig NT_004686.5 del cromosoma 1, como se discuti6 en el capitulo VII. Con la
disponibilidad de la secuencia nucleotidica de este Contig, extrajimos el texto de 2610
pares de bases rio arriba de los sitios ¢n los cuales se encuentran las sccuencias genémicas
correspondientes a RACE. La secuencia de 2610 pb se denominé PCRtemp y se ilustra en
la Figura 25. En estas 2610 pares de bases esperamos encontrar el promotor del gene de

Betaglicano.
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PCR temp

10 20

aagtgatccacccacctcgg

70 80
ctggccgatgcatttaaatg
130 140
gtacttgaaactaaaacttg
190 200
gctgataaagacatacccga
250 260
gttccacatggctggggaga
310 320
tatcacgtggatggcagcag
370 380
catcagatctcgtgagactt
430 440
aagattcaattacctcccat
490 500
attcgagatgagatttgggt
550 560
gtctaggagaaatcttaagg
610 620
ctggactgtttattccttea
670 680
gctcteccatagtcagtget
730 740
atttttgcagtaattcaggt
790 800

tgcaattgggtggattctct

850 860
gttctctcaataacttteca
910 920
catattaaaagcctaggatt
970 980

A ttgggaggccaaggcaggcg
030

1040
taagtgagacccccgccctg
1090 1100
tggtggcatttgtcagtaat
1150 1160
cctgagaagcggaggttgta
1210 1220
ggcgacagggcgagactcca
1270 1280
ccatagccctttagaactgg
1330 1340
ttgacgggtattagccgtta
1390 1400
ctggtctttgaaacctgtca
1450 1460
ctgttacttaagtatacttt
1510. 1520
gtgttctggtgceccagecagtt
1570 1580

'gacgtggcacaggcacaggt

30 40 L 50 60

cttcccaaattgctgagatt ataggcatgagccacctcac,"

20 100 110 120
tgggattaaatattcacacc tagttcaagtgttcacatct
150 160 170 : 180

ttaacaaggcataaatactg tattagtctgttttcatgct'
1240
gactgggcaatttacaaagg aaaggtttattggacttaca

' 290 300

-210 | 220 230
270 280

cctcacaatcatggcagaag gtaaggaggagcaagtcaca
330 340 350 360

gcagagagagctggtacacg gagactcctgtttttaaage
390 400 41 420

attcactatcat‘” a actcatccce
450 470 480
tgggttcctcctaggacaca tggggattgtgggacttaca
510 520 530 540

ggggacacagccaaaccata tcaaatactgtttaatttga

570 580 590 600
ccttaaacttagactttata aaagcagaggctagctccat
630 640 650 660

gaatattatgcctacttgta ttcccaatgcctgactcagg;b
720

690 700 710 .
caatgaatattggtaaggaa aaaaatggttcagtgaggag
750

810 820 830 |
gcctataggtacaagaggaa gaggacgagaaatatttcct

870 880 © 890 -
aataacatgtcataagaage ctcctcattctactctccaa

930 940 950 - .960

gagctcaggtgcagcggcta acgcctctaatcccagecact.

990 1000 1010 1020
aatctcttgagctcaggagt ttgagaccagcctgggcaac
1050 1060 1070 1080
ccaaccccecctctacaaaaaa tacaaaaagttagectgggceg
1110 1120 1130 1140
cccagctactcaggaggctg aggtgggagaatcgcttgag
1170 1180 190 1200
gcgagctgagattgagattg tgccactgcactccagcctg
1230 1240 1250 1260
tctcaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaggcataggt
1290 1300 1310 1320
aagaagccttctaggccaag cccttcatttgaactgagee
350 1360 1370 1380
geccatttgtggaaggtcgeca cagtagtcaggactggaagt
1410 1420 1430 1440
gtccacggtcatttcacctg cctgtttgtaaaacaatgtce
1470 1480 1490 1500
ttaataagaaaaactgggtg taagcaagagtatcagagtg
1530 1540 1550 1560
caacttctgcagegtgtact tcacaggcacaggtacttag
1590 1600 1610 1620
acttaggacgttgcccecgeec gagactgtcgttcatatecge
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gactgatgacatttgacctt tgtgaatgaatctccaattc. .
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Figura 25.

1630 1640
. gcccacctcegggtaacgee
1690 1700
tagctagcagggggaacggc
1750 1760
actcecgecggcgeccaccat
1810 1820
cacagggacagaatgaatgt
1870 1880
tgatcagattatctgaggtt
1930 1940
ccaactetteccagggageec
1990 2000
gcagctcgtgcccacgtcte
2050 2060
cacgctgagcccggecgege
2110 2120
agcacaggctcgagcagcecat
2170 2180
gagaggaggcgggaggcggyg
2230 2240
tggggcecggcggaggagege
2290 2300
ccececgeecegegtgtgtgega
2350 2360
gagggtttcggggacgccga
2410 2420
ggecggectctegegeccegge
2470 2480
gagagtccccagecgggtcecg
2530 2540
cgcegecgecgagegetggyg
2590 2600
tggatctcecgectggacacac

Secuencia denominada PCRtemp, extraida del Contig NT_004686.5 en la que se

tgggtaatgcagtctcagct
1770 1780
cagagcgtgacaacaagcgg
1830 1840
gtgcatgggggagctctget
1890 1900
tcagaacttttatataaaga
1950 1960
tggaaagttcaaaggacctc
2010 2020
cctecgecgecttecececcaggac
2070 2080
ccctagececttectcecteteg
2130 2140
tcggggctcatcecatcagec
2190 2200
aggcgggaggaggagtttct
2250 2260
ccttccccccgcﬁcgctgat
2310 2320
gggagggcgagtgcgecggg
2370 2380

gecggcacht t BEEEGEEBCEAN

2430
cactttccectgegegattee
2490 2500
gatggcgtagttttgcecgeg
2550 2560

1680

1740

gctggaggggaagaggcaag
1790 1800

gaccggaggttgggaaaaag
1

1730

850 1860 .
ggggagagggcaagaggctyg

1910 1920
ccaaggaaccaaatgaaaat
1970 1980
gtttgagggagcgagtcccee
2030 2040
aggggccgecccecaacccggg
2090 2100
gectcctegteccgaaggga
2150 2160
gcggaggcaaagggggagga
2210 2220
gggcggccgagageccecgg
2270 2280
tgctgtggcgtectgeeccgt
2330 2340
tcgetctgatgggggtaatce
2390 2400
dagtgaaqoagggcagte
250 2460
cggagctccctgcaggaggt
2510 2520
gcgcagcagctgccggaget
2570 2580

cggggaaacttgccgcfgctiittoctceaacttdeticagy
2610 <

cgcctecgag

encuentran las secuencias RACE 8 y RACE 9. La base 2253 (en mayuscula y sombreada en gris)

corresponde a la posicién +1 de RACE 9; la base 2368 corresponde a la posiciéon +1 de RACE 8.

Sombreados en gris se indican los oligonucledtidos disefiados para amplificar por PCR a partir de
DNA genémico humano.
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Sobre la secuencia PCRtemp se disefiaron 4 oligonucledtidos que flanquean la
region donde proponemos que estd el promotor, y que se sintetizaron para amplificar la
region a partir de ADN genémico humano obtenido de leucocitos. Estos oligonucledtidos y
su ubicacién aproximada se ilustran en la Figura 26:

PCRtemp
300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400
oligonucleétidos 2417 2418 2419 2420
— — -
FRAGMENTOS: A 2000 pb
B 2186 pb
c -_— 745 pb
o 931 pb

Flgura 26.'En la parte superior se esquematlza la secuencia PCRtemp y la ubicacidn de las
secuencias RACE. Mas abajo los niimeros de identificacién, la ubicacion y orientacién de
los ollgo{lucleotldos disefiados para amplificar los fragmentos A, B, C y D.

; Los ovligonucleétidos 2417, 2418, 2419 y 2420 tienen en sus extremos, sitios de
‘- reconocimiento para las enzimas de restriccién Kpn I 6 Hind III. Debido a que el vector
pGL3-B que contiene el gene de luciferasa como reportero, tiene un sitio mulnple de

" clonacién “corriente arriba” de la regién codificadora de luciferasa. La presencia de estos

sitios de restriccion en los extremos amplificados facilité la subclonacién direccional de los
productos de la PCR en pGL3-B.

Secuencias de los oligonucle6tidos empleados en la reaccién de amplificacién de los
fragmentos A, B, Cy D:
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2417 tm =60° C 5’ AT GGTACC GAGAACAGCACAGGAAAAA 3’
Kpn |
Correspondiente a la ubicacion 390 - 410 en la secuencia PCRtemp

2418tm=62°C 5° AT GGTACC TGCTGACCTAGCTCCATTATTTG 3°
Kpnl
Correspondiente a la ubicacion 1645 — 1667 en la secuencia PCRtemp.

2419 tm = 60° C 5’ CAT AAGCTT CCTTCACTCGCTGGGAAGAG 3’
Hind 11l
Correspondiente a la ubicacion 2390 — 2370 en la secuencia PCRtemp.

2420 tm =62°C 5’ CAT AAGCTT GCAGCAAGTTGGAGGAAAGC 3’
Hind HI
Correspondiente a la ubicacion 2576 — 2557 en la secuencia PCRtemp.

Condiciones de Amplificacién

El DNA genémico (160 ng) se desnaturalizé por 10 minutos a 94°C en presencia
de MgCl2[0.5, 1.5, 3 mM] DMSO 5 % y BSA 0.5 nug, posteriormente a 4 °C, se aiiadieron
los demds componentes de la reaccién, buffer, dNTPs 0.2 mM conc. final de c/u,
oligonucledtidos 0.5 puM, 2.5 unidades Taq High Expand, en un volumen final de 50ul. Se

utilizé un gradiente de temperaturas de alineamiento (tm) en un rango que va de 40°a 60°

C como se describe mis adelante.
Se llevaron a cabo 30 ciclos con los siguientes parametros:

Desnaturalizacion 94° C I min
Alineamiento 40°, 50°, 60° C 45 seg
Extension 72° C 3 min
Extension finalde  72°C 10 min
El protocolo de amplificacion en el termociclador de gradiente fue el siguiente:
MgCl,
mM__ 0.5 1.5 3 Oligos tamaiio frapmento _ gradiente tm
1 2 3 2417-2419 2004 nt A 40.7 °C
4 5 6 2417-2420 2191 nt B
7 8 9 2418-2419 741 nt C
10 11 12 2418-2420 931 nt D L
1 2 3 2417-2419 2004 nt A 51.6 °C
4 5 6 2417-2420 2191 nt B
7 8 9 2418-2419 741 nt C
10 11 12 2418-2420 931 nt D v
1 2 3 2417-2419 2004 nt A
4 5 6 2417-2420 2191 mt B
7 8 9 2418-2419 741 nt C ¢
10 11 12 2418-2420 931 nt D 60.3 °C
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Al terminar los ciclos de amplificacion, se retiraron alicuotas (10ul) de cada tubo y se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, mostradas en la Figura 26.

A Hd I
kpb
2 ——
2.1 —
0.5 -

Figura 27. A muestras en azul y rojo corresponden a las rampas de tm 40-50°C. B Los
fragmentos A y B se amplificaron preferencialmente en las concentraciones de 3 mM de
MgCl; y en el sector de 60° C de tm. Mientras que los fragmentos C y D se amplificaron a
concentraciones de 1.5 mM de MgCl; en el mismo sector de 60° C del gradiente de tm.
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Luciferasa

%‘9\ 2.1kpb DNA
Luciferasa genémico
pGL3Basic || + EEISS———— = pGL2.1hBG
j
/,,q’f/ Hind I 3
’{73:',;12‘;""—""/ ] ///‘
Hind II
Kpal
Kpnl 2.1 kpb DNA

genomico

Figura 27. Estrategia de clonacién. Los sitios Hind IIl y Kpn I del vector
pGL3Basic, se aprovecharon para forzar la orientacién correcta del
fragmento gendémico amplificado por PCR

Estrategia de clonacion

Los fragmentos amplificados se purificaron del gel y se clonaron primero en
vectores pTOPO. Una vez identificados por secuenciacion, los insertos A y B (2004 y 2191
pb respectivamente) se sacaron digiriendo con las enzimas Kpn 1 y Hind 11 para subclonar
direccionalmente los fragmentos en el vector pGL3-B. Esta estrategia forzo y facilitoé la
orientacion correcta del fragmento amplificado corriente arriba del gene reportero de
luciferasa como se aprecia en el mapa de la figura 27.

Ensayos de Transfeccion

La construccion pGL2.1hBG se transfecté en células C2C12 para medir la
capacidad promotora del fragmento clonado. Para lograr esto las células se sometieron a
un ensayo de diferenciacion a miotubos por deprivacion de factores de crecimiento, en el
cual se ha establecido por Northernblot que hay un aumento del mRNA de Betaglicano
(datos del laboratorio por publicarse). Como control interno para la normalizacién de lo
datos de expresion, se usé el sistema Dual-Luciferase Reporter System, el cual emplea
ademas de la luciferasa de luciérnaga Photinus pyralis, la co-transfeccion de la luciferasa
de Renilla reniforme como co-reportero. Esto permite eliminar variaciones experimentales
tales como diferencias en el manejo de volumenes o diferencias en la eficiencia de
transfeccion entre las células y con ello precisar los datos de expresién del gene reportero.
Brevemente: se sembraron 6 x 10° células x cm? y se cultivaron en medio de crecimiento
por 48 hr, se transfectaron con lipofectamina, 5 hr después se les agreg6 SFB, y extracto de
embrion de pollo a concentraciones finales de 10% y 0.5 % respectivamente, , suplementos
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Brevemente: se sembraron 6 x 10° células x cm® y se cultivaron en medio de crecimiento
por 48 hr, se transfectaron con lipofectamina, 5 hr después se les agreg6 SFB, y extracto de
embrién de pollo a concentraciones finales de 10% y 0.5 % respectivamente, , suplementos
que forman parte del medio de crecimiento de estas células. Al dia siguiente se detond la
diferenciacion cambiando los suplementos por suero de caballo al 10%. Las células se
solubilizaron en los tiempos 0, 2, 4 y 6 dias post-detonacion y los lisados se almacenaron a
—20° C hasta el momento del ensayo enzimatico. A partir del dia 2 se cambié el medio
respectivo cada 48 hrs, agregando AraC (citidilato arabindsido, GIBCO) para disminuir el
efecto de las células que ain se estuviesen dividiendo. Las sefiales luminiscentes se
detectaron y registraron con un lumindémetro Lumat LB 9501. Cada punto temporal se hizo
por triplicado y el andlisis de los resultados se ilustran en la Figura 28 :

Induccién de luciferasa por el promotor de Betaglicano

70
60 |-
8 50
S
o S
<
o -
=
>
2
<
" |#pGL2.1hBG |
_ {@pGL3 |
o ] o e o .
Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 8
Mioblastos Miotubos >

Figura 28. Actividad de luciferasa en el ensayo de diferenciacion de células C2C12 a
miotubos, transfectadas con el plasmido pGL2.1hBG

El fragmento genémico de 2.1 kpb indujo la expresion del gene reportero
aproximadamente 10 veces mas que el vector sin regiéon promotora lo cual fuertemente
sugiere que el fragpmento de 2.1 kpb contiene el promotor del Betaglicano humano.

Considerando que este ensayo de diferenciacion es un evento miogénico, y que la
miogénesis se ha estudiado a un nivel de considerables detalles y mecanismos moleculares,
se inicio la caracterizacion del promotor humano explorando primeramente la presencia de
elementos transcripcionales en cis involucrados en miogénesis. Para hacer esto, se probaron
los efectos sobre la actividad del promotor de Betaglicano de diversos factores de
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Actividad de luciferasa
pBL/pRL

Los factores considerados inicialmente son :

Factor Efecto sobre miogénesis Concentraciéon empleada
Acido Retinéico(AR) inductor 1 uM

TGF-B1 inhibidor 1 ng/ml

TGF-p2 inhibidor *

TGF-B3 inhibidor ”

FGF 2 inhibidor 3 ng/ml

BMP inductor 1 nM

HGF inhibidor 3 ng/ml

Butirato inhibidor de MyoD y Miogenina 2mM

Las modificaciones de estos experimentos consistieron en que 24 hr después de la
transfeccion con lipofectamina, las células se tripsinizaron y se resembraron en medio de
crecimiento por 24 horas mds, entonces se aiiadieron los factores mencionados y 24 horas
después las células se solubilizaron y se realizo el ensayo enzimatico. Los resultados se
muestran en la grafica de la figura 29

Efecto de diversos factores sobre la induccion del promotor humano

EpGL2.1hBG |
WpGL3

Figura 29. MC = Medio de Crecimiento. MD = Medio de Diferenciacion

Los resultados que se muestran en la Figura 29, indican que el Acido Retindico
induce de modo importante la actividad promotora del Betaglicano lo cual es consistente
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con el aumento del mRNA de Betaglicano observada durante la diferenciacion de las
células C2C12 a miotubos, y también cs consistente la inhibicion obscrvada por ¢l butirato
que es un inhibidor de Miogenina y MyoD, genes maestros de la miogénesis. El efecto de
los demdas factores sobre la actividad del promotor no es tan definido como se ha
cstablecido para la miogéncsis, y estos resultados constituyen la primera aproximacion
experimental para estudiar detalladamente las sefiales que este promotor pucde integrar
estimulando o inhibiendo la transcripciéon del mRNA del Betaglicano.

Analisis ¢ identificacién de sitios reconocidos por diversos factores de transeripcion

Como se muestra en la Figura 30, la bisqueda de sitios de reconocimiento para
factores de transcripcion sobre la secuencia de 2.1 kpb que incluye el supuesto promotor,
identificé elementos cuyos scores (>0.9 en las matrices de comparacién de las seccuencias
consenso) sugieren constituir los sitios de reconocimiento de los mediadores miogénicos
involucrados en la transcripciéon del Betaglicano durante la diferenciacion de las células
C2CI12. Es el caso de los sitios MEF2, MyoD, RAR (“Retinoic Acid Receptor”) y
Miogenina. Es interesante destacar también la presencia de un elemento Nkx2-5 (score = 1)
que es un factor de transcripcion involucrado en cardiogénesis. Y no obstante presentar
scores relativamente bajos —0.87, 0.69 y 0.65-, la presencia de 3 elementos SRF (“Serum
Response Factor™) son importantes ya que han sido recientemente descritos como los
mediadores de la miocardina, un novedoso factor de transcripcion involucrado también en
cardiogénesis.

Es importante sciialar la identificacion de los sitios de reconocimiento de Smads3 y
Smad4 mediadores de la sefializacion del TGF-B, y el nimero importante de otros sitios
con score alto no necesariamente involucrados en miogénesis, y pertenccicntes a las
faumilias de factores homedticos como lo son POU, lkaros2, octamer (no mostrados ¢n la
figura 30). El estudio detallado y la ponderacién meticulosa de los fenémenos biolégicos en
los que estos elementos estan involucrados, constituyen pistas importantes que permitiran
discernir los eventos y las circunstancias en que este gene se enciende o se apaga.

Comentario y Discusion

El esfuerzo inicial y critico para definir el promotor humano de Betaglicano ha
incluido tanto la ubicacién del inicio de la transcripcién como la identificacion de
potenciales elementos en cis involucrados en el control del inicio de la transcripcion.
Ademas la disponibilidad del ensayo funcional en células C2C12 constituye un sistema
valioso que provee los clementos correspondientes cn trans que definen al promotor y que
permitirdn la ampliacién de estudios relacionados con la regulacién de la transcripcion.
Aunque el ensayo de diferenciacién transcure en 6 dias, es decir un tiempo considerado
largo para ensayos de transfeccion transitoria, se puede argumentar que cl proceso de
diferenciacién implica que las células no se estan dividiendo y eso puede explicar la
estabilidad y actividad sostenida de los plasmidos transfectados.
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IX. CONSTRUCCION DE TRANSGENES Promotor Alb-Betaglicano

Como ultimo capitulo en esta tesis doctoral se reporta también la construccion de dos
transgenes de Betaglicano bajo el promotor de albiumina. Una construccién que contiene el
gene que codifica para la forma soluble y otra para la forma transmembranal del
Betaglicano y las pruebas de expresion en cultivo de tejidos que demuestran su
funcionalidad.

La idea que antecede a estas construcciones proviene de los ratones transgénicos
llamados Alb-B1 y mencionados en la introduccion. Estos animales sobre-expresan la
forma activa del TGF-B1 aprovechando la potente induccion y la exclusiva actividad
transcripcional hepatica del promotor de albumina [72]. Estos animales transgénicos
tiencn niveles circulantes altos de TGF-B1 activo y los efectos sistémicos que se observan
incluyen lesiones fibréticas en higado, miocarditis, glomerulonefritis, arteritis, atrofia del
pancreas, y atrofia testicular. El fenotipo de estos animales es una fuerte evidencia que
apoya el papel etiologico del TGF-B1 en una variedad de desérdenes inflamatorios y
fibréticos [68-70]. Ademas como modelo transgénico constituye un sistema in vivo en el
cual se pueden probar intervenciones terapéuticas para neutralizar los efectos daiiinos del
exceso de esta citocina. Tomando en cuenta que la funcion bioquimica propuesta para el
Betaglicano soluble es la de un apagador molecular del TGF-f, resulta atractivo desarrollar
un modelo murino de sobreexpresion del Betaglicano mediada por el promotor de
albumina en el cual probar esta funcién bioquimica in vivo. Para generar estos animales
transgénicos, usamos como estructura modelo el “transgene” que se usé para la generaciéon
de los ratones Alb-f31[52].

Disciio de la Construccion

El primer paso para generar estos animales fue la construccién de los transgenes de
Betaglicano bajo el mismo promotor murino de albiimina que se us6 en la generacion de los
transgénicos Alb-B1. Para llevar a cabo estas construcciones, el Dr. Palmiter nos dono
amablemente el plasmido Alb e/p (Figura 31) que contiene un elemento distal de activacion
(“‘enhancer™) y el elemento central del promotor de albimina murina en un fragmento de
2.1 kpb [72].

hCH
08 kpb

TGF Betal
1.8 kpb pBluscript
29 Ipb

Pu'--rytlhmrb
albimina 2.1 hph Abop
21 kph

Figura 31. El Plasmido Alb e/p tiene un polilinker en el extremo 3'y
esta flanqueado por varios sitios de restricciéon tinicos
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e .~ Roberis*nos dono dmabl(.m(.nlc cl plasmido “TGFf3-Alb (Figura 31) dc
_ donde extrajlmos el extremo -3’ UTR 'de la hormona de crecimiento humano (hGH),
:}segmemo que’ establlxza y elonga la' vida media del mensajero que produce el transgene
52).
~[ Como insertos codlﬁcadores usamos las versiones soluble y transmembranal del
-.Betaglicano cuyos sitios de insercién de GAGs estan mutados. Esta decisidn esta basada en
“dos razones: por un lado se ha establecido que la unién.del Betaglicano al TGF-B es
dependiente de la proteina central y no de los GAGs; y por otro lado a que los GAGs unen
otra citocina importante: el FGF (“Fibroblast Growth Factor™), y aunque no se sabe qué
significado o papel fisiol6gico tenga esta unién, el uso de una versidon sin GAGs elimina la
posibilidad de efectos mediados por la unién del FGF y permitira correlacionar los efectos
del Betaglicano soluble solo a su interaccién con TGF-p . Estas versiones de Betaglicano
también contienen el epitope de myc en el extremo amino lo que facilitara identificar en los
ensayos funcionales la presencia de los productos proteicos de las construcciones.

Estrategia de construccion de los transgencs.

Del plasmido Alb-B1 sacamos la region 3> no traducida de la hormona de
crecimiento humana (hGH) [71] con las enzimas Sal [ / Bgl 11. El fragmento s¢ purificd y se
subcloné cn pBSKS en los sitios Bam HI y Sal [. De ahi se extrajo con las enzimas Xho 1/
Xba I, sus extremos se rellenaron usando el fragmento Klenow y se subcloné en el
pldsmido ¢/p ¢n un sitio Eco RV tnico. Esto permitié dejar entre ¢l promotor dc albiimina y
el extremo 3’ de hGH un sitio Bam HI tnico en el vector, en el cual se pudo introducir
alguna de las dos versiones del Betaglicano. La construccién completa csta flanqucada por
dos sitios tnicos: Sst I1 y Kpn I como se indica en la Figura 32, los que permiten separar la
construccion del vector para la microinyeccion de embriones murinos.

Cada paso de la construccién se confirmé por secuenciacién y una vez incluidos
todos los fragmentos de interés en el lugar y orientacién correctos, se ensayaron por
transfeccion transitorja en células HepG2, un hepatoma humano que expresa marcadores
de diferenciacion hepatica y que expresa constitutivamente los tres receptores del TGF-f.
Los productos de expresion se identificaron en ensayos de marcado por afinidad al TGF-B1
y por inmunoprecipitacién usando anticuerpos anti-myc. Las muestras se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.
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* hGH Bam HI

Sstll

Betaglicane
Seluble/Transmembranal

Kpnl

Figura 32. Estrategia para construir los transgenes de Betaglicano bajo el control del promotar
mutino de albtimina. Los sitios tinicos Sst Il y KpnI flanquean la construccién completa. EX
sitio inico Bam HI ubicado entre el promator y el extrema 3' de 1a hormona humana de
crecimiento (hGH), se ugd para introducir las versiones de Betaglicano saluble o
transmembranal.
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_ .~ Como se aprecia en la Figura 33, el método de transfeccién con fosfato de calcio,
‘resulté mdas eficiente al permitir la entrada, la expresién y la identificacién de la
.construccién transmembranal en mayores cantidades que la transfeccion con lipofectamina.

- Como era de esperarse los productos de las construcciones solubles no se detectaron en el
extracto total. Para identificar la forma soluble, se recuperé el medio condicionado de éstas
células y se realiz6 un marcado por afinidad en solucion.

L F L F L F
e/lp e/[p TM TM Sol Sol

kDa

— 120

— 87

e POy BCT
o St

e SR N AR e

Figura 33. Marcado por afinidad con TGF-B1 e inmunoprecipitacién con anti-myc del
extracto total de células HepG2 transfectadas con las construcciones: e/p contiene el
enhancer-promotor de albimina sin Betaglicano, TM es la construccién e/p mas la version
transmembranal de Betaglicano, y Sol. es la construccion e/p mas la version soluble del
Betaglicano. Se ensayaron dos métodos de transfeccién; lipofectamina (L) y fosfato de
calcio (F).
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El marcado por afinidad del medio condicionado revelé la presencia de la forma
soluble del Betaglicano con ambos métodos de transfeccion. Es interesante notar que en la
transfeccién con lipofectamina de la forma transmembranal, se detectan rastros de la forma
soluble, lo que indica que una porcion de la forma transmembranal esta siendo liberada

también al medio. (Figura 34)
L F L F L F

efp efp TM TM Sol Sol
kDa

— 120

Figura 34.Marcado por afinidad e inmunoprecipitacién con anti-myc del medio
condicionado de células HepG2 transfectadas con las construcciones e/p, TM y Sol.
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Una vez' ensayadas eStas construcciones in Vitro. se proced1 ,extraer “la
c.omlruccxon linearizada’y librc dec sccucncias del- vcctor para’lo’ cual,’ ‘cslos plasmxdos sC
dlgmeron con los smos Unicos que flanquean la construccxon' Sst I y Kpn I

Comcntarno
- Estas construcciones se han usado ya en la microinyecciéon de embriones en un

- trabajo colaborativo con la Universidad de Texas con el Dr. Héctor Martinez. Y ya hemos
confirmado 6 animales que han integrado las construcciones. En el mediano plazo se
procedera a la propagacion de estos animales, para determinar si expresan los productos de
las construcciones y si es asi, continuar con la - caracterizacién del fenotipo si cs que
presentan alguno. Si los transgenes se expresan y los animales no muestran un fenotipo
obvio, lo siguiente sera probar su respuesta a estimulos fibréticos, y probar si al cruzar
estos animales con los transgénicos Alb-Beta 1 el fenotipo de este ultimo se revierte.
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IX. PERSPECTIVAS Y CONSIDERACIONES

La clonaciéon y la disponibilidad del cDNA de raton nos aporta criterios concretos, respecto
a las extrapolaciones que podremos hacer hacia el modelo humano cuando sigamos
investigando y estudiando el Betaglicano en el modelo murino; lo mismo puede decirse de
la caracterizacién del promotor humano. En la medida que el Betaglicano es una estructura
quimica con potencial uso farmacolégico como antagonista del TGF-B, las comparaciones
firmes entre el humano y los modelos de investigacion disponibles se convierten en
aspectos indispensables.y su importancia sobrepasa el interés de sélo ampliar nuestra
vision filogenética sobre este gene-proteina.

‘Los hallazgos en el extremo:5°UTR del mensajero humano y las diferencias con las

secuencias murinas constituyen piezas importantes en el intento de caracterizar los
mecanismos reguladores de 'la -expresiéon de Betaglicano. En este momento no hay
suficientes datos para definir si-las dos especies del exon 1 reportadas aqui, son producto
del procesamiento de empalme o de dos eventos iniciales de transcripcion independientes.
Aunque la evidencia producida con la metodologia RACE apoya la idea de estar ante la
presencia de dos sitios probables de inicio de la transcripcion. Nuestros hallazgos son
consistentes con un reporte en el que se han documentado los sitios de inicio de la
transcripcion (usando metodologia emparentada con RACE) de mas de 276 mRNAs y en
¢l cual encontraron que la mayoria de cstos genes ticnen una distribucion diversa de sitios
de inicio de la transcripcién, distribuidos en una media de 61.7 pb. Se trata particularmente
de genes que no contienen caja TATA, sino un iniciador, como es probablemente el caso de
Betaglicano. {72] La vision mds actualizada es la de regiones, mds que de sitios puntuales
donde inicia la transcripcion. En contraste la presencia de cajas TATA, es caracteristica de
los transcritos cuyo inicio se aglomera basicamente en un sitio, y se piensa que la torcion y
rigidez creada por la interaccion de TBP (“TATA Binding Protein™) y ¢l DNA, ancla al
complejo de preiniciacion al DNA, determinando mas estrictamente el lugar de inicio de la
transcripcion. En la base de datos de promotores eucarionetes de la EMBO, (EPD
http://222-epd.isb-sib.ch/ en la edicion de cnero del 2002, solo estdn registrados 258 genes
humanos en los que experimentalmente se ha determinado el inicio de la transcripcion,
teniendo en mente que se estiman 30 000 genes en el humano, se pone en relieve la
importancia que nuestros hallzagos tienen.
Por otra parte y aunque hay un trecho considerable para confirmar si estas especies ocurren
in vivo asi como descubrir su significado fisioldgico, los hallazgos reportados en los
extremos 5’ UTR son ademas punto de partida para estudiar otros aspectos de la regulacion
de esta proteina, ya que ofrece sustratos estructurales sobre los cuales proponer y demostrar
mecanismos reguladores de la expresion del Betaglicano a nivel de la traduccion.

Considerando que los dos significados mas ampliamente usados en la definicién del
promotor esto es, la identificacion de las secuencias que se encuentran inmediatamente rio
arriba del inicio de la transcripcién, y la identificacién de elementos en cis que pueden
mediar el inicio de la transcripcién, han sido abordados para el Betaglicano, queda ahora
abierta la puerta para extender y aprovechar cestos conocimientos. Primero confirmar si la
‘acumulacién del mensajero en el sistema de las células C2C12 se debe efectivamente a un
aumento en la transcripcion o a un aumento en la estabilidad del transcrito, y segundo el
.. contexto miogénico en el que parece inducirse este gene es una pista valiosa que nos
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orienta sobre el donde y cuando buscar la inducciéon de Betaglicano durante el desarrollo
cembrionario. La generacion de un nuevo (ransgene que incluya ¢l promotor de Betaglicano
controlando un gene reportero como Xgal en un ratén transgénico, revelaria los momentos
criticos en los cuales se induce o reprime la expresién de este gene. Esta informacion
serviria para aclarar las sospechas de esas potenciales funciones desconocidas.

La estructura exdnica y su relacion con las regiones protéicas que se presume tengan
estructura secundaria (a nivel teorico), apoya la idea de la modularidad del Betaglicano, es
decir la correspondencia exdn-estructura secundaria 0 mejor ain exén-dominio protéico. El
empleo de la distribucién exénica para generar versiones protéicas mutantes con delecién
de exones especificos que no unan TGF-B, aportaran informacion critica sobre los residuos
necesarios y estructura minimas involucradas en esta interaccion proteina-proteina.

La generacion de ratones transgénicos (Alb-BG) que idealmente tendrdn niveles circulantes
altos de Betaglicano, nos permitird probar el efecto de este aumento de Betaglicano
circulante ante diversos estimulos fibrogénicos mediados por TGF-B. Concretamente
podremos probar esta hipétesis en el modelo de fibrosis hepatica producida por
intoxicacion con tetracloruro de carbono (CCl;) y mediada por TGF-B. Si ¢l Betaglicano
funciona como un apagador del TGF-B in vivo , podremos observar una disminucién del
fenomeno fibrético al desafiar a estos animales con CCl, Asi mismo, si el Betaglicano
soluble circulante funciona como un antagonista del TGF-B, al cruzar los animales
trangénicos Alb-BG con los transgénicos Alb-f31, se revertird de manera importante el
fenotipo de estos ultimos.
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Abstract

The primary structure of murine betaglycan, also known as transforming growth factor beta CTGEH-3) type 1 receptor,
was deduced from the nucleotide sequence of a cDNA clone isolated from u heart library. Murine belaglycan is a single
spanning membrane polypeptide of 850 amino acids which is highly similar to betaglycan of other species. Transfection of
this ¢DNA into COS | cells resulted in the expression of a4 membrane proteoglycan that hinds TGR-8 and is recognized by

antibodies raised against rat betaglycan. COS|1 cells transfected with the double mutant Ser533Ala; Ser544Ala of the murine

betaglycan ¢cDNA produced a TGF-8 typc HI receptor devoid of glycosaminoglycan chains. © 1998 Elsevier Science B.V,

All rights reserved.

Kevwards: TGF-8; TGF-8 receptor; Proteoglycan; Glyqosnminoglycan‘

Transforming growth factor beta (T‘G'F‘-'B)‘ is the :
prototype of a superfamily of growth factors involved “:

in tissue repair and in the control of cell differentia-
tion and proliferation [1,2]). TGF-B signals through a
heteromeric receptor complex formed by the type I
and II receptors, which are membrane glycoproteins
with cytoplasmatic serine /threonine kinase activities.
Upon ligand binding and dimerization, the type II
receptor kinase phosphorylates and activates the type
I receptor kinase, which phosphorylates members of
the Smad family, a novel type of proteins which
transduce the TGF-8 signal to the nucleus [3,4].
Betaglycan, also known as the TGF- type III
receptor, as well as endoglin, are accessory members

" Corresponding author, Apartado Postal 70-246,:México City,
D.F. 04510, México. Fax: +52-.5-622-56-11; E-mail:
fcnsilla@ifcsunl iniol unam.imx S

0167-4818/98/519 00 © I998 EI:evner Scnen
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“of the TGF-B receptor system,

interaction of TGF-B and the signaling receptors
"'[5-7]. Betaglycan is a membrane proteoglycan which
“-also . exists in a soluble form that results form the

that Vmodulate the

shedding of its ectodomain [8-10]. The membrane
and the soluble forms of betaglycan regulate the
access of TGF-8 to the signaling receptors in oppo-
site ways, i.e., while the membrane form potentiates
it, the soluble forms antagonizes it, therefore, they
differentially regulate the effects of this important
growth factor [5,6,11]. Recently, betaglycan has been
involved in the regulation of the autocrine secretion
of TGF-B1 and in the tumorigenicity suppression of
human breast cancer cells [12,13].

As the first step towards studying the structure and
regulation of murine betaglycan gene, we resolved to
clone and sequence a cDNA clone encoding murine
betaglycan. For this purpose, we probed a mouse

Al i-ights reserved.
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AACATGAAGGAGTCCAGTCCGGTTCCTCCTCCTCCAC GAAAAAuLAthLLluuACALhLlLACCGTGATGGGCATTGCGTTTGCAGCA
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P P A S EN S s A A H S I G S T Q SsS T™UPCS S S8 S8 T A stop
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GCTTGCTAGCCTTGGGGGCCTGTCACTTGCCAAAGTAACATTCCTCTCTTGGGCCAAAATGAATGCTGACTCCTGATACTCCGCACAAGC
ACACCAACTCCAAAAGTGCCTTARAGCCAGGTTTGTGTCTCCTTTCAGGAGAGAGCGTGTAACGTCAGATTTGTGCCTGTCTCGAACATT
CTGTCCTAATCATACTTAAACATCAGGCAGGTGGGGT TCAGTGGTAAGCGAAGGGATTATTAGCAAGGTAATGCCTGTGTATGGTCATAT
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heart cDNA library (Clontech's #ML5002b) with the :

rat betaglycan cDNA [9]. Our screening yielded sev-
eral clones, one of them, ACII2, had an insert of 3977
base pairs. The nucleotide (nt) sequence of ACII2
insert revealed an open reading frame (ORF) of 2550
nt flanked by 231 and 1193 nt at the 5’ and ¥
untranslated regions, respectively. This ORF predicts
a polypeptide of 850 amino acids with two hydropho-
bic stretches, one at the amino terminal end and the
other close to the carboxyl end, corresponding to the
signal peptide and the transmembrane regions, re-
spectively, of the receptor core protein (Fig. 1). Thus,
although the ACII2 clone only accounts for approxi-
mately two thirds of betaglycan mRNA [9,15], it
includes the complete coding region of mousc be-
taglycan.

With our reported mouse sequence, there are now
a total of five species for which the betaglycan
primary structure is known [16,17]. Amino acid se-
quence alignment with the reported betaglycan poly-
peptides reveals that mouse betaglycan is 94.3% iden-
tical to the rat, 81.8% to the human, 80.3% to the pig
and 66.5% to the chicken betaglycan (Fig. 2). In all
these species, betaglycan contains 17 cysteines tha
are 100% conserved. This is particularly relevant for
the potential disulfide bonds arrangements of the 16
cysteines ol the ectodomiin of the receptor, since
they may determine its proper folding and, therefore,
its ligand binding propertics. Importantly, the regions
of maximal sequence similarity among the known

betaglycans are the trunsmembrane and the cytoplas-
matic regions, suggesting important, although still
unknown, biological roles for these portions of the
receptor. Comparison of the mouse betaglycan se-
quence against the GenBank database, revealed simi-
larities already described between portions of be-
taglycan and endoglin ectodomains [16,18], and be-
tween betaglycan ectodomain and a group of extra-
cellular proteins, which include uromodulin and zona
pellucida glycoproteins [19]. However, the most re-
markable similarity was found between the trans-
membrane and intracellular regions of mouse be-
taglycan and endoglin (Fig. 3), which further empha-
sizes the potential functional relevance of these re-
gions in these TGF-B binding cell surface molccules.
In order to test whether or not ACII2 contains a
bonu fide functional murine betaglycan, we tested its
TGF-B binding ability by transient cxpression in
COS! cells. For this purpose, we subcloned its insert
in the pcDNA3 expression vector (Invitrogen). The
resulting construct (pcDNA3/CI2) has the ACIH2
insert under the control of the strong constitutive -
cytomegalovirus (CMV) promoter. COS| cells trans-
fected with pcDNA3/CH2 and the cmpty vecetor
were subjected to affinity labeling with '*I-TGF-81.
The labeled receptors were then subjected to
immunoprecipitation with rabbit serumy #822, which
contains antibodies raised against the rat betaglycan
ectodomain [5], and then separated by SDS/PAGE
and revealed by autoradiography (Fig. 4).

Fig. 1. Nucleotide sequence ol ACH2 ¢DNA clone and the predicted primary structure ol murine betaglycan. “The insert of ACH2 was
completely sequenced (GenBank Accession Number: AF039601) in both strands by the Sanger's chain termination method [14] using
specific oligonucleotide primers and a commercially available kit (Thermosequenuse, Amersham). Flanking EcoRI and MNorl sites
correspond to the vector cloning sites. The ORF, which starts with the ATG at nt 232 and finishes with the first in-frame stop codon at nt
2782, predicts a 850-amino ucid polypeptide that is 94.3% identical to rat betaglycan. Hydrophobic regions corresponding to the putative
signal peptide (residues 8-23) and transmembrane domain (residues 783-807) are indicated with a double underline. The putative sites
for proteolytic cleavage of the cctodomain (Lys’**Lys and Leu™ AlaVvalVal) are shown with a broken underline. Canonical sites for
Asn-linked glycosylation are indicated by @. Six potential sites for the attachment of the glycosaminoglycan chains (Ser—Gly dipeptides)
were found (underlined); those that are utilized in the COS|1 cells (see text and Fig. 5) are indicated by gag.

Fig. 2. Alignment of amino acid sequences of mouse, rat, human, pig and chicken betaglycans. The amino acid sequence of murine
betaglycan was aligned with the rat (GenBank accession #M77809), human (#L07594). pig (#L07595) and chick (#L01121) betaglycan
sequences. The particular numbering for each of these sequences are indicated at the right margin. Only the residues that differ from the
murine sequence are shown. Gaps (=) were introduced in some places to optimize the alignment. All the cysteines (&), but only some of
the predicted sites for Asn-linked glycosylation (@) and for glycosaminoglycan chains attachment ($) in murine betaglycan were
conserved in the species compared. Only one of the putative sites for proteolytic cleavage of the ectodomain, the Lys’**Lys (double
underline) is conserved in these species. The regions corresponding to the transmembrane and cytoplasmic domains (underlined) showed
the highest degree of identity among the known betaglycans,
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Fig. 2 (continued).

'pcDNA:i/CIIz drove the expression of a cell surface
TGF- receptor that cross-reacted with our anti-rat
betaglycan serum and that exhibited the gel migration

pattern characteristic of betaglycan, i.e., a high
molecular smear above 200 KDa, along with some
betaglycan expressed only as the core protein, a

33
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Fig. 3. Alignment of amino acid sequences of the transmembrane and cytoplasmic regions of betaglycan and endoglin. Murine betaglycan
(mBG) and murine endoglin (mEG) [20], transmembrane (underlined) and cytoplasmic regions exhibit an overall 67% similarity. Identical
(1) and conserved (:) residues are shown. The corresponding regions of human betaglycan (hBG) and endoglin (hEG) are also aligned to
emphasize that the high degree of similarity between these molecules is conserved across species.

doublet of approximately 125-130 KDa [22,23)].
Longer exposure of the gel of Fig. 4 (not shown)
revealed that a similar, but-much fainter signal, was
produced by the control cells (pcDNA3 lane), which

corresponds (o the endogenous COS| cells betagly-

cun, that is expressed at much lower levels than the

KDa
Proteoglycan
aly 205
Core
protein 116
97.4
66

Fig. 4. Affinity labeling and immunoprecipitation of the betagly-
can encoded in the ACII2 ¢cDNA clone. COS| cells were tran-
siently transfected with the indicated plasmids, affinity labeled
with 100 pM '*I-TGF-81 (R&D Systems). the detergent cells
extracts were immunoprecipitated with anti-rat betaglycan serum,
separated by SDS/PAGE and revealed by autoradiography, ac-
cordingly to reported procedures [S]. TGF-81 (R&D Systems)
was iodinated by the chloramine T method [21]. Molecular
weight markers in kilodaltons are shown. The strong signal at the
dye front is the 'JSI-TGF-BI that was bound. but failed to
cross-linked to the cell surface receptors,

transfected murine receptor. This experiment demon-
strated that the ACIH2 inscrt indeed encoded mouse
betaglycan. Given the high level of similarity be-
tween the rat and murine sequences (Fig. 2), it was
expeeted that antibodies raised against the rat protein
would recognize our cloned murine betaglycan, as
well “as they recognized the endogenous receptor
present in the murine cell line 3T3 [5].

Betaglycan is unique among the TGF-8 receptors
because it is a proteoglycan. Heparan and chondroitin
sulfate glycosaminoglyacans (GAG) are attached to
the betaglycan produced by a varicty ol cell lines.
Nonetheless, the GAG chains are not required for
TGF-B binding, since the core protein devoid of
GAG chains retains its TGF-8 binding ability [22,23],
Although the function of the GAG chains in betagly-
can is not well defined, it has been shown that its
heparan sulfate binds bFGF [24]. Sequence compuri-
son (Fig. 2) indicated that the murine serines 533 and
544 are located within a 30-amino acid segment
identical to the rat sequence segment that includes the
residues modified with GAG chains (serines 535 and
546) [6,25). In order to test whether or not the murine
serines 533 and 544 are the functional homologues of
the rat serines 535 and 546, we decided to mutate
‘them to alanine. For that purpose, we created the
murine betaglycan mutant cDNAs S533A, S544A
and the double mutant S533,544A, and tested them
bzy COST1 cells transfection and affinity labeling with
'"I-TGF-B2 (Fig. 5). As is the case shown in Fig. 4,
the wild type cDNA drove the expression of a be-
taglycan that is almost completely converted to the
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Fig. 5. Affinity labeling of the murine betaglycan mutants defi-
cient in GAG chains. Murine betaglycan mutant cDNAs S533A,
S544A and the double mutant S533,544A, were obtained by a
Polymerase Chain Reaction-based site directed mutagenesis [26),
confirmed hy nucleotide sequencing and subcloned downstream
the CMV promoter of pCMVS [27). COST cells were transiently
transfected with the mutant, wild type betaglycan (WT), and
cmpty pPCMVS plasmids, affinity labeled with 100 pM 1251 TGF-
B2 (TGF-B2. Ciba Geigy. Switzerland), and the detergent cells
extracts were separated by SDS /PAGL and revealed by exposure
in a phosphor screen (Storm, Molccular Dynamics). Molecular
weight markers in kilodaltons are shown.

proteoglycun form, showing only a small proportion "

of the core protein. Individually, both mutants S533A
and S544A produced receptors with an increased
proportion of the core protein; however, the level of
conversion to the proteoglycan form, although re-
duced, was still high. On the other hand, the double
mutant S533,544A, practically abolished the produc-
tion of the proteoglycan form, yielding -only - the
betaglycan core protein doublet at approximately
125-130 KDa. These results indicate that the major
GAG attachment sites in the rat and the mouse
betaglycan are structurally and functionally con-
served,
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