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ADAM, "A Disintegrin And Metalloprotease domain"

ADAMTS, "A Disintegrin And Metalloprotease with Thrombospondin motifs"

BAPP, precursor del -amiloide

BB-94, batimastat

BG, betaglicano silvestre con cadenas de glicosaminoglicanos

BGpm, betaglicano como proteina medular

BGs-120, betaglicano soluble de 120 KDa

BGs-90, betaglicano soluble de 90 kDa

BMPs, "bone morfogenic proteins”

BMS-275291, inhibidor de metaloproteasas derivado de sulfthidrilo

BSA. "bovine serum albumin"

¢DNA, DNA complementario

Células L6E9/Myc-gag™, células L6E9 transfectadas establemente con la construccion
Myc-gag™

Células L6E9/pcDNA3, células transfectadas con el vector pcDNA3 vacio que se usaron
como control

Células M1 o M2, linea celular CHO mutagenizada quimicamente incapaz de liberar TGF-
a soluble y otras proteinas al medio extracelular.

Co-Smads, "common Smads"

DMEM, medio Eagle modificado por Dulbecco

DMSO. dimetilsulfoxido

DSS, disuccinimidilsuberato

EGF, “epidermal growth factor”

EGFR, “epidermal growth factor receptor™

FGF, "Fibroblast growth factor"

Gag™, construcciones de betaglicano que no tiene cadenas de glicosaminoglicanos

GAGs, glicosaminoglicanos

GAPDH, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

GST, glutation-S-transferasa

HA, hemaglutinina

HABG, cDNA del betaglicano de rata con glicosaminoglicanos con el epitope HA en el
amino terminal

HABGFLAG, cDNA de betaglicano de rata con glicosaminoglicanos y con el epitope de
HA en el amino terminal y el epitope FLAG en el carboxilo terminal

HA-gag ~ FLAG, cDNA de betaglicano de rata sin glicosaminoglicanos y con el epitope
de HA en el amino terminal y el epitope FLAG en el carboxilo terminal

HA-gag =, cDNA de betaglicano de rata sin glicosaminoglicanos y con el epitope de HA en
el amino terminal

IFN-y, Interferon-y

IgGs, inmunoglobulinas

IL-1. interleucina

I-Smads, "inhibitory Smads"

LAP, "latency associated peptide"

MMP, "matrix metalloproteinase”
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mRNA, RNA mensajero

MT-MMP, "Membrane-Type Matrix Metalloproteinases"

Myec-gag -, cDNA de betaglicano de rata sin glicosaminoglicanos y con el epitope de myc
en el amino terminal

PBS, "phosphate-buffered saline"

PBS-T, PBS-Tween 20 al 0.1%

pcDNA3, vector de expresion en células eucariontes

PKC, "protein kinase C"

PMA., forbol 12-miristato 13-acetato

proHB-EGF, "heparin-binding EGF-like growth factor"

PV, pervanadato

R-Smads, "Receptor-regulated Smads"

SDS, dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE, geles de poliacrilamida desnaturalizantes

SLC, "small latent complex"

TACE, "tumor necrosis factor-a converting enzyme" o ADAM 17

TAPI-2, Inhibidor de metaloproteasas, N-{DL-[ 2-9(hydroxyaminocarbonyl)methyl |-4-
methypentanoyl}-L-3-terbutyl-L-alanine, 2-aminoethylamide.

TGF-a, "transforming growth factor-a"

TGF-B, ""transforming growth factor-f3"

TIMP, inhibidor tisular de metaloproteasas de "Tissue Inhibitor of Metalloprotease
Protein"

TNF-a. "tumor necrosis factor a"

TRANCE , "TNF-related activation induced cytokine"



RESUMEN

El betaglicano es un receptor membranal que une al factor de crecimiento
transformante-beta. El betaglicano puede ser liberado al medio celular en forma soluble por
un corte proteolitico de su porcion extracelular por un proceso conocido en inglés como
"ectodomain shedding”. El mecanismo por el cual se genera el betaglicano soluble es poco
conocido, sin embargo, dado que la forma membranal y la forma soluble del betaglicano
tienen efectos contrarios regulando la actividad del TGF-p. consideramos que es de gran
importancia caracterizar mejor este proceso. En este trabajo se presenta evidencia que
muestra que el corte del betaglicano es un proceso regulado y que el pervanadato, un
inhibidor general de fosfatasas de tirosina, induce la liberaciéon del betaglicano. El
pervanadato induce la liberacion de dos fragmentos solubles de betaglicano, uno de 120
kDa (BGs-120), fragmento descrito con anterioridad que comprende casi todo el dominio
extracelular del betaglicano, y un fragmento nuevo de 90 kDa (BGs-90). Se caracterizé a la
proteasa que genera al fragmento BGs-90 y se encontré que el corte es mediado por dos
metaloproteasas de la subfamilia de las MT-MMPs, la MT1- y la MT3-MMP. La
metaloproteasa que genera al BGs-120 no se caracterizd, pero parece ser diferente de la que
genera al BGs-90. Ademas, al igual que el betaglicano membranal el BGs-90 une al TGF-f3,

lo que sugiere que una vez liberado podria afectar su disponibilidad celular.



ABSTRACT

Betaglycan is a membrane receptor that binds transforming growth factor-p (TGF-
B). A soluble form of betaglycan can be released by proteolytic cleavage of the membrane-
bound form in a process known as "ectodomain shedding". The mechanism leading to the
generation of soluble betaglycan is poorly understood. Since the membrane and soluble
forms of betaglycan have opposite effects regulating the availability of TGF-f, it is
important to further characterize the shedding of betaglycan. This work shows that the
shedding of betaglvcan is a regulated process and pervanadate, a general tyrosine
phosphatase inhibitor, induces the shedding of two soluble betaglycan fragments, one of
120 kDa (sBG-120) that has been previously described and encompasses almost the entire
extracellular domain of betaglycan, and one of 90kDa (sBG-90). The protease that
generates the sBG-90 was characterized and we found that the shedding is mediated by two
members of the subfamily of metalloproteases called MT1-MMP and MT3-MMP. The
metalloprotease leading to the generation of sBG-120 appears to be different from that
responsible for the generation of sBG-90 and remains to be further characterized. In a
similar manner as the wild type membrane betaglycan, sBG-90 binds TGF-f, suggesting

that once released it may affect the its cellular availability.
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INTRODUCCION

I. EL TGF-B

La familia de citocinas del Factor de crecimiento transformante-beta o TGF-p (de
"trasforming growth factor-B") controla diversos procesos celulares como son: proliferacion,
diferenciacion y apoptosis. tanto en el desarrollo embrionario como en el tejido maduro (1).

La familia del TGF-B comprende alrededor de 42 miembros identificados en
vertebrados e invertebrados. Esta familia ha sido agrupada en dos subfamilias basédndose en
su alto grado de homologia de secuencia y su estructura relacionada, la subfamilia del TGF-
B /Activina / Nodal y la subfamilia de BMPs (de "bone morfogenic protein") / GDF (de
"growth and differentiation factor) / MIS (de "Muellerian inhibiting substance") (2).

Existen cinco isoformas del TGF-p: el TGF-p1, TGF-p2 y TGF-B3 son las
isoformas de mamifero, el TGF-f34 es de pollo y el TGF-B5 de Xenopus (3). Existe una gran
similitud en la secuencia de aminoécidos entre las diferentes isoformas de TGF-f de
mamifero. El TGF-B1 y TGF-2 comparten 74 % de residuos idénticos, el TGF-B1 vy
TGF-B3 78 %, y el TGF-B2 y TGF-B3 comparten 82 % (4).

Todas las isoformas de TGF-f se sintetizan como precursores diméricos que se
secretan al medio extracelular como moléculas inactivas. El precursor dimérico, proTGF-
B, consta de 390 aminoacidos. Los 112 residuos localizados en el carboxilo terminal
constituyen la forma activa y madura del TGF-f, mientras que los residuos restantes son el
péptido asociado de latencia o LAP (de "latency associated peptide") (Fig. 1). El precursor
dimérico tiene un péptido sefal en el amino terminal que lo dirige a la via de secrecion celular
y un prodominio que es necesario para el plegamiento y dimerizacion del factor (3). Antes
de ser secretado el precursor dimérico sufre un corte proteolitico que separa al TGF-p
maduro del LAP, este corte proteolitico se realiza intracelularmente por endopeptidasas
como la furina (5). El TGF-f procesado por la furina se secreta como un complejo latente

formado por la asociacion no covalente entre el LAP y el TGF-f maduro, este complejo se



ProTGF-B

TGF-B
LAP Maduro

I el A S i
A — R

Péptido Prodomino Sitio de corte
senal de furina
Secrecion
v

Complejo latente de TGF-$

LTBP
LLC C

SLC
LAP TGF-B

Figura 1. ProTGF-8 y forma latente del TGF-B. El proTGF-$ consiste en una péptido sefial, un
prodominio y ¢l TGF-p maduro. La secuencia RXXR es el sitio de corte de la furina para liberar al
factor maduro del prodominio. Aun después de cortado el prodominio (LLAP) permanece asociado al
TGF-p maduro por interacciones no covalentes, formando el complejo latente pequenio (SLC). ElI SLC
se une a la proteina LTBP por medio de puentes disulfuro (|), formando el complejo latente grande
(LLC). EI SLC se une a la matriz extracelular (MEC) a través de la LTBP. Modificado de (3).
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denomina complejo latente pequefio o SLC (de "small latent complex"). EI SLC se libera de
la célula en forma constitutiva. El SLC se une a la matriz extracelular a través de una
proteina llamada proteina de union al TGF-f latente ("latent TGF-f binding protein",
LTBP), formando un complejo inactivo de mayor tamaio, conocido como complejo latente
mayor o LLC (de "large latent complex") (6) (Fig. 1).

Cuando el TGF-f esta unido al LAP carece de actividad biolégica debido a que no
puede unirse a sus receptores. Para que el TGF-f se active, es necesario que se libere del
LAP. La liberacion del TGF-f3 del LAP se puede realizar in vifro con procesos fisicos como
cambios de temperatura o pH. La activacion del TGF-p in vivo aun no estd del todo
determinada, pero se ha propuesto la participacion de la trombospondina-1. La
trombospondina-1 se une a través de su secuencia de aminoacidos KRFK a la secuencia
LSKL en el amino terminal del LAP. Esta interaccion genera un arreglo conformacional del
LAP que permite la activacion del TGF-$ (7, 8). El TGF-Bliberado puede unirse a
proteinas que inhiben su actividad como son la a2-macroglobulina (9) y la decorina (10), o
bien a proteinas acarreadoras que preservan su actividad como son la albimina y las IgGs

(11).

1. Funciones biolégicas del TGF-8

El TGF-B tiene un papel importante en la proliferacion celular, el desarrollo
embrionario, la respuesta inmune y la reparacion de tejidos.

Los estudios realizados con ratones "knockouts" para cada uno de los genes de los
tres TGF-p. confirman la importancia de esta citocina en procesos de desarrollo
embrionario. Ademas estos estudios muestran que aunque las tres isoformas del TGF-p
tienen funciones similares in vitro, cada uno tiene funciones especificas que no son
redundantes in vivo. En los ratones "knockout" para el gen de TGF-f1, el 50 % de los
ratones mueren en el utero y los que sobreviven mueren a las 4 semanas por problemas
inflamatorios (12). Los ratones carentes del gen de TGF-B2 mueren en el dtero debido a

multiples defectos en el desarrollo cardiovascular, pulmonar, craneofacial y urogenital (13).
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Los ratones "knockout" para TGF-f3 tienen paladar hendido y mueren a los pocos dias de
nacer por defectos en el desarrollo pulmonar (14).

El TGF-B inhibe la divisién de varios tipos celulares, como son células epiteliales,
endoteliales y hematopoyéticas. El TGF-f} detiene el ciclo celular en la fase G1 al reprimir al
factor transcripcional mitogénico c-myc, o bien al inducir a los inhibidores de las cdks (de
“cyclin dependent kinases™) (1). La inactivacién de la via de sefialamiento del TGF-
contribuye a la tumorigenesis. Muchas enfermedades hereditarias y somaticas resultan de la
mutacion o del mal funcionamiento de la via del TGF-f; asi por ejemplo, en la mayoria de
canceres gastroinstestinales el receptor tipo Il del TGF-f esta mutado y en la mitad de los
carcinomas pancredticos Smad 4 estd mutado (1). Sin embargo, es importante resaltar que el
TGF-f inhibe el crecimiento del epitelio normal y de los tumores de estadios tempranos,
pero estimula la invasion y la metastasis de tumores agresivos (1). De manera reciente se ha
demostrado que la metastasis de varios tipos de células tumorales requiere de la actividad del
TGF-p en estadios avanzados de la enfermedad (15). Esta dualidad de la actividad del TGF-
[ esta siendo ampliamente investigada. En parte se le ha atribuido al hecho de que el TGf-f3
se produce y puede actuar en casi cualquier célula, por lo que el resultado de su sefial
depende tanto del tipo como del contexto celular (15).

El TGF-f estimula la proliferacion de células mesenquimatosas. Esta proliferacion
ocurre por la expresion de factores de crecimiento endégenos inducidos por el TGF-f3, como
son el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (16), el factor de crecimiento de
tejido conjuntivo (CTGF) (17) o por el incremento en la expresion de los receptores para el
factor de crecimiento epidérmico, EGF (de “epidermal growth factor™) (18).

El TGF-f también participa en la regulacion de la respuesta inmune. El TGF-
B suprime la proliferacién y diferenciacion de células B y T in vitro y antagoniza los efectos
de citocinas que participan en inflamacion como son IL-1$, TNF-a o IFN-y, ademés
bloquea la expresion de receptores para IL-1p e IL-2. El TGF-finhibe la adhesion de

neutréfilos a células endoteliales, lo que limita el reclutamiento de células inflamatorias en la
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lesion (19).

El TGF-p controla la produccion y acumulacion de los componentes de la matriz
extracelular (3). Este factor incrementa la sintesis de componentes de la matriz extracelular
como son la fibronectina, proteoglicanos y algunas formas de coldgena (20, 21). Ademas,
incrementa la sintesis de inhibidores de enzimas que degradan la matriz, tales como el
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) y el inhibidor tisular de metaloproteasas
(TIMP), mientras que disminuye la expresion de proteasas como la colagenasa y el
activador del plasminégeno (22, 23). El aumento en la sintesis de los inhibidores y la
disminucion en sintesis de proteasas lleva a un aumento en la acumulacién de las proteinas
de la matriz extracelular. Este proceso es importante en la reparacion de tejidos. La
liberacion de TGF-f3 por las plaquetas en el sitio de una herida inicia una cascada de eventos
que comprende el reclutamiento de células, formacioén de vasos sanguineos y sintesis de
matriz que da soporte a la herida (24). Estas actividades son benéficas a corto plazo. Sin
embargo, en algunas ocasiones una produccion y activacion excesiva de TGF-f lleva a un
deposito exagerado de tejido conjuntivo. Este fendmeno se presenta en una variedad de
enfermedades como son la cirrosis hepatica y fibrosis pulmonar. glomerulonefritis,

escleroderma, ciertas formas de artritis reumatoide, entre otras (25, 26).

2. Receptores para el TGF-$

En la membrana celular existen varias proteinas que unen con alta afinidad al TGF-
B, las cuales se clasifican de acuerdo a su peso molecular como receptores tipo I, I1 y III
(27). Los receptores tipo I y II son considerados receptores de sefialamiento, pues son los
Gnicos indispensables para transmitir la sefial del TGF-p al interior de la célula. Los
receptores tipo III son considerados "co-receptores"”, pues no son requeridos para la
generacion de la sefial, pero regulan el acceso del TGF-P a los receptores tipo I y II. Entre
los receptores tipo I1I estan dos glicoproteinas transmembranales llamadas el betaglicano y
la endoglina (28, 29).

El receptor tipo I es una glicoproteina de un pase transmembranal, de 53 kDa. Su
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region extracelular es rica en cisteinas y es la que une al TGF-f. Sin embargo, el receptor
tipo I no es capaz de unir al TGF-f3 por si mismo y requiere la presencia del receptor tipo II
para unirlo. Las regiones citoplasmicas de ambos receptores tienen actividad de cinasa de
proteina, fosforilando residuos de serinas y treoninas (Fig. 2). La region citoplasmica del
receptor tipo I, precediendo al dominio de cinasa, tiene una regioén altamente conservada que
se conoce como dominio GS, debido a su alto contenido en glicinas y serinas (30). La region
GS es el blanco de fosforilacion por el receptor tipo II, fosforilacién que activa a la cinasa
del receptor tipo 1. Seguida de la secuencia GS se encuentra la secuencia LP (leucina-prolina)
en donde se une la proteina FKBP12. La FKBPI12 se une a la region GS cuando esta
desfosforilada y de esa manera mantiene a la cinasa en una conformacion inactiva (31). La
molécula FKBP12 actiia como regulador negativo de la sefializacion de los receptores del
TGF-p (32). El receptor tipo II es una glicoproteina de un pase transmembranal, de 75 kDa.
Su region extracelular, al igual que el receptor tipo I, es rica en cisteinas y une al TGF-f. El
receptor tipo II puede unir al TGF-f de manera independiente, pero requiere de la presencia
del receptor tipo I para que haya sefialamiento (33). La region citoplasmica del receptor tipo
IT tiene actividad de cinasa en serinas y treoninas y presenta en el extremo carboxilo terminal
una cola rica en serinas y treoninas (Fig. 2). La cinasa del receptor tipo II esta
constitutivamente activa y requiere que el residuo Ser213 esté fosforilado para mediar su
efecto autocatalitico. La fosforilacion en el residuo Ser409 estimula su capacidad para
fosforilar, mientras que la fosforilacion en el residuo Ser416 inhibe su actividad de cinasa, lo

que impide la autofosforilacion y la fosforilacion del receptor tipo I (34).

3. Via de seialamiento del TGF-B

El TGF-p inicia el proceso de sefialamiento al unir y juntar a los receptores tipo 1y
IT en la superficie celular (Fig. 3). El TGF-p se une primero al receptor tipo II. EI TGF-f
unido al receptor tipo II es reconocido por el receptor tipo I, lo cual induce la formacion de
un complejo heterotetramérico. La cinasa del receptor tipo II. la cual esta constitutivamente

activa, fosforila al receptor tipo I en su region reguladora GS y de esa manera activa su
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Figura 2. Receptores de seialamiento del TGF-B. Los receptores 1 y Il son proteinas
transmembranales con una pequeiia region extracelular y un gran dominio citoplasmico con
actividad de cinasa en serina y treoninas. El receptor II tiene en el extremo carboxilo terminal
una cola rica de residuos de serinas y treoninas. El receptor | tiene una region altamente
conservada en el extremo amino del dominio de cinasa conocida como dominio (iS, que es rica
en glicinas y serinas. En el dominio GS esta la secuencia TTSGSGSG donde el receptor | es
fosforilado por la cinasa del receptor 1. El receptor | tiene una secuencia leucina-prolina (1.P)

donde se une la molécula FKBP12. Modificado de (3).
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cinasa. La fosforilacion de la region GS del receptor tipo I induce un cambio conformacional
de su cinasa que favorece la separacion de la proteina inhibitoria FKBP12, al mismo tiempo
que favorece la union y fosforilacion de sus sustratos. El receptor tipo I activado fosforila y
activa al mediador intracelular Smad2 en residuos de serina. Esta fosforilacion induce su
asociacion con Smad4 y el complejo Smad2-Smad4 se trasloca al nicleo en donde interactta
con otros reguladores transcripcionales para modular positiva o negativamente la expresion
de genes regulados por el TGF-B (30, 35) (Fig. 3). Los restantes miembros de la
superfamilia del TGF-f, como son las BMP o las activinas poseen una via de sefialamiento

similar, en donde participan receptores tipo I, receptores tipo II y proteinas Smad

especificos.

Proteinas Smad

Los primeros mediadores intracelulares del sefialamiento del TGF-f que se
identificaron fueron las proteinas MAD en Drosophila (36): posteriormente se identificaron
los ort6logos en vertebrados y se les llamo "Smad". Los reguladores transcripcionales Smad
se han clasificado de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y funcionales en las
siguientes familias: 1) R-Smads (de "Receptor-regulated Smads") son los sustratos directos
de la cinasa del receptor tipo 1, 2) Co-Smads (de "common Smads") son los que participan
en la via de sefialamiento asocidandose con los R-Smads y 3) I-Smads (de "inhibitory
Smads") son los Smads inhibidores que bloquean la sefializacion de los otros dos grupos.

Entre los R-Smads, las Smad 2 y 3 responden a la via de sefialamiento de la
subfamilia del TGF-f (35, 37), mientras que las R-Smads 1, 5 y 8 responden a la via de
seflalamiento de la subfamilia de los BMPs (3). Entre las Co-Smads en vertebrados se han
descrito dos proteinas relacionadas, Smad 4 y Smad 4f (38). De las I-Smads se conocen la
Smad 6 y 7, las cuales tiene poca homologia con las otras Smad (38) (Fig. 4).

Las proteinas Smad tienen dos dominios globulares conservados evolutiva y
funcionalmente, los dominios MH1 y MH2, que se localizan en el extremo amino y

carboxilo respectivamente. Entre ambos dominios existe una region de unién ("linker") que
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corepresor
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Figura 3. Via de seialamiento del TGF-$. El TGF-f se une primero al receptor II (1). EI TGF-
¥ unido al receptor Il es reconocido por el receptor I (2), lo cual induce la formacion de un
complejo heterotetramérico (3). La cinasa del receptor Il fosforila al receptor I en su dominio
GS (4) y de esa manera activa su cinasa. El receptor | activado fosforila a Smad 2 o Smad 3 en
residuos de serina (5). Esta fosforilacion induce su asociacion con Smad 4 (6), y el complejo
Smad 2/Smad 3 -Smad 4 se trasloca al nacleo (7) en donde interactia con otros reguladores
transcripcionales (8) para modular positiva o negativamente la expresion de genes regulados por
el TGF-p (9). En estado basal la Smad 2 o 3 es retenida en el citoplasma por SARA. Modificado
de (3).



1) R-Smads
Smad 1 MHA1 MH2
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Smad 2
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Figura 4. Familia de proteinas Smad. Dendrograma de similitud de secuencia de las tres
familias de proteinas Smad. Las R-Smad y las Co-Smad tienen los dominios amino terminal
MHI (cuadro verde) y carboxilo terminal MH2 (cuadro azul) conservados. En estas familias
ambos dominios estan separados por una region divergente llamada region de union (cuadro
amarillo). En las [-Smads solo el dominio MH2 esta conservado. Las R-Smad presentan en la
region carboxilo terminal el sitio de fosforilacion (cuadro rojo). Modificado de (1).
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es de tamafio y secuencia variable. En estado basal las Smad forman homo-oligémeros y
permanecen en un estado inactivo a través de la interaccion entre los dominios MHI y
MH2. Las R-Smad interactan con el receptor I a través del dominio MH2 y son activadas
al ser fosforiladas en el extremo carboxilo en la region MH2 en la secuencia SSXS. En estado
activado las R-Smad, a través del dominio MH2, se asocian con Smad 4 y con proteinas
unidoras de DNA. En algunas Smad el dominio MH1 une al DNA a través de la secuencia de
nucleotidos CAGAC llamada SBE de "Smad Binding Element” (3).

Los Smad 2 y 3 tienden a localizarse de manera natural en el nucleo celular, sin
embargo en estado inactivo se mantienen en el citoplasma. Esta retencion esta mediada en
parte por su interaccion con la proteina SARA (de "Smad Anchor for Receptor Activation")
(39). SARA bloquea la sefial de localizacion nuclear presente en el dominio MH2 y facilita
la presentacion de los Smad a los receptores I activados. La fosforilacion del receptor tipo |
a la Smad 2 hace que disminuya su afinidad por SARA, separandose de ésta, lo cual permite
su asociacion con la Smad 4 y la liberacion de la sefial de localizacion nuclear, lo que lleva a
la acumulacion rapida de Smad2-Smad4 en el nicleo (40).

Una vez en el nicleo, el complejo activado de R-Smad- Co-Smad se asocia con otras
proteinas y de esta manera logran una alta afinidad y especificidad por el DNA. Algunas de
estas proteinas no tienen actividad transcripcional propia y so6lo funcionan como
adaptadores de union a DNA. En este grupo estan las proteinas OAZ (de “Olf-associated
zinc finger™) para Smad 1 y FAST (de “Forkhead activin signal transducer™) y Mixer para
Smad 2 (41). Otras proteinas a las que se asocia el complejo de Smads activado son factores
de transcripcion que ademas de unir secuencias especificas de DNA, tienen la capacidad de
activar o reprimir la expresion de genes. Algunos ejemplos de estos factores de transcripcion
son: JUNB, TFE3, CBFA/AML y LEF1/TCF. Estos factores ademads transducen senales de
estimulos distintos al TGF-, lo cual permite a la célula integrar diferentes sefales
extracelulares. El complejo activado de Smads puede reprimir o activar la transcripcion de
genes reclutando tanto coactivadores como corepresores transcripcionales. Entre los

coactivadores estan las acetilasas de histonas como p300 y CBP. Entre los represores se
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encuentran las proteinas TGIF, SKI y SnoN, que se unen a desacetilasas de histonas,
enzimas que favorecen la condensacion de la cromatina, un proceso que reprime la
transcripcion de genes (38, 42).

Las [-Smads tienen una estructura diferente a las demas Smads, su dominio MH 1
esta truncado y no presentan el sitio de fosforilacion en el extremo carboxilo del MH2. Las
Smad 6 y 7 pertenecen a este grupo. La Smad 6 inhibe la via de sefialamiento de los BMP al
unirse a la R-Smad y bloquear su unién con la Co-Smad (43). La Smad 7 inhibe la via del
TGF-p al unirse al receptor tipo I, lo cual bloquea la fosforilacion de la R-Smad por la cinasa

del receptor (44).

5. Receptores 111 o co-receptores del TGF-B
El betaglicano y la endoglina son los receptores tipo III o co-receptores del TGF-f.
Estos co-receptores no participan directamente en la via de sefialamiento del TGF-f, pero

son de gran importancia pues modulan el acceso del TGF- a los receptores de tipo [ y II.

5.1 Endoglina

La endoglina es una glicoproteina homodimérica de 180 kDa que se expresa de
manera abundante en células endoteliales y en menor grado en monocitos, precursores
eritroides y células estromales (28, 45, 46). El gen que codifica para la endoglina, ha sido
identificado como el blanco de una enfermedad hereditaria autosémica dominante conocida
como telangectasia hemorragica tipo | (47). Este padecimiento es una displasia vascular
asociada con epistaxis frecuente, sangrado gastrointestinal, telangiectasias y malformaciones
arteriovenosas en cerebro, pulmon e higado (48). La endoglina une con alta afinidad al TGF-
B1 y al TGF-B3, pero no une al TGF-p2 (49). Aunque se han observado complejos entre la
endoglina y los receptores para el TGF-f, el significado bioldgico de esta interaccion se
desconoce. La endoglina no favorece la unién del TGF-p a los receptores de sefialamiento, al
contrario, pareciera que la sobreexpresion de la endoglina en monocitos puede disminuir la

respuesta del TGF-f (45). La endoglina también puede interactuar con la activina A y con la
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BMP-7, sin embargo requiere de la coexpresion del receptor tipo II correspondiente para
interactuar con el ligando. También une a BMP-2, pero en este caso requiere la presencia del
receptor tipo I llamados ALK3 o ALK6 (50). Los significados fisiologicos de estas

interacciones no se conocen.

5.2 Betaglicano membranal

El betaglicano es un proteoglicano transmembranal de 250-350 kDa con cadenas de
glicosaminoglicanos (GAGs) de heparan y condroitina sulfato. El betaglicano de rata es una
proteina de 853 aminodacidos, tiene un dominio extracelular muy grande con 16 cisteinas, una
region transmembranal y una pequefia cola citoplasmatica de so6lo 43 aminoacidos rica en
serinas y treoninas y que no presenta ningin tipo de secuencia de sefialamiento (29). El
betaglicano tiene regiones de alta homologia con diversas proteinas. La region
transmembranal y la citoplasmatica tienen un 71% de similitud con la endoglina. La mitad
amino terminal del ectodominio tiene un 28% de similitud también con la endoglina y se le
ha llamado regién E. La mitad carboxilo terminal del ectodominio tiene una alta homologia
con la uromodulina, una proteina abundante en la orina (49, 51) y se le ha llamado region U,
Las cadenas GAGs se unen a la proteina medular del betaglicano a través de dos serinas
ubicadas en la regién U del ectodominio. En la serina 535 se unen principalmente cadenas de
heparano sulfato, mientras que en la serina 546 se unen cadenas de condroitina y heparan
sulfato (29, 51) (Fig. 5). El betaglicano con cadenas GAGs migra electroforéticamente en un
intervalo de 280 a 330 kDa (29), mientras que la proteina medular del betaglicano en
ausencia de las cadenas GAGs tiene una masa molecular de unos 120 kDa. El TGF-f3 se une
al betaglicano a través de la proteina medular y no requiere de las cadenas GAGs para su
union (29, 51). Sin embrago. se ha descrito que las cadenas GAGs del betaglicano pueden
unir al factor de crecimiento bésico para fibroblastos (FGFb) (52). El TGF- se une a la
proteina medular del betaglicano en dos sitios, uno en la region similar a endoglina (51, 33) y
el otro en la regién similar a uromodulina (53, 54).

El betaglicano se expresa en varios tipos celulares como son células
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Figura 5. Estructura del betaglicano. Representacion esquematica del betaglicano. La proteina
medular del betaglicano de rata es un polipéptido de 853 aminoacidos. Este polipéptido esta
formado por una gran ectodominio y una pequeia cola citoplasmica. Esta representado el
péptido seiial en el amino terminal (caja negra), 16 cisteinas (puntos negros), la region con
similitud a endoglina (caja verde) y con similitud a uromodulina (caja naranja), la region
transmembranal (caja morada) y la cola citoplasmica (caja amarilla). En el ectodominio hay dos
sitios de unién a las cadenas de glicosaminoglicanos (circulos rojos).
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mesenquimatosas, epiteliales, neuronales y otras. Sin embargo, no se expresa en células
como mioblastos, células endoteliales y hematopoyéticas que si responden al TGF-p (55),
lo cual sugiere que el betaglicano es dispensable para la transduccién de la sefial del TGF-p.
El betaglicano es la proteina de unién a TGF-f mas abundante en varios tipos
celulares y une a las tres isoformas del TGF-f con alta afinidad (56, 57). El betaglicano
facilita la union del TGF-p al receptor tipo II con lo cual potencia el efecto del TGF-f (58).
El efecto potenciador del betaglicano es mas evidente con la isoforma TGF-p2, la cual
sefaliza a través de los receptores tipo I y 11, sin embargo tiene una baja afinidad intrinseca
para el receptor II en ausencia de betaglicano y sus acciones son menos potentes que las del
TGF-B1 en células hematopoyéticas, células endoteliales y mioblastos que carecen de
betaglicano (57-59). La sobreexpresion del betaglicano en estas células incrementa la union
del TGF-p a los receptores de seialamiento y las acciones del TGF-f2 (58). Recientemente
se desarrollo el raton "knockout" para el betaglicano y se mostré que a partir del dia 13.5 del
estado embrionario presenta defectos letales en corazdn e higado, ademas los embriones no
son viables y mueren por el dia 16.5 del estado embrionario. lo cual indica que el betaglicano
es requerido durante el desarrollo somatico murino. En este trabajo, ademds mostraron que
los fibroblastos primarios provenientes de los ratones "knockout" para betaglicano muestran
una sensibilidad reducida al TGF-B2. Este hallazgo y los defectos en el desarrollo del
corazon que asemejan los defectos en corazon encontrados en el "knockout" para TGF-$2
sugieren un importante papel del betaglicano como modulador del TGF-f in vivo; sin
embargo, el fenotipo del "knockout" para el TGF-B2 y del betaglicano son distintos en
varios aspectos, lo cual sugiere que el betaglicano debe tener acciones biologicas
independientes del TGF-p (60). El betaglicano también modula a otros dos miembros de la
superfamilia del TGF-f: las activinas y las BMPs. Las activinas tienen como antagonistas
endogenos a las inhibinas. Recientemente el betaglicano se identificé como el co-receptor que
une a la inhibina e incrementa la afinidad de la inhibina por el receptor tipo II de la activina.
Cuando la inhibina estd unida al betaglicano también une al receptor tipo II de la activina y

lo secuestra, previniendo la formacion del complejo receptor tipo I/tipo Il en respuesta a la
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activina, y con eso se bloquea el sefialamiento por activina (61) (Fig. 6). La capacidad del
betaglicano de unir a la inhibina reside en la region similar a uromodulina (53). Las BMPs
también utilizan al receptor tipo II de la activina, por lo que el betaglicano y la inhibina
también bloquean las acciones de las BMPs a través de este receptor. El betaglicano ademas
confiere al receptor tipo 1l de las BMPs la habilidad de unir a la inhibina con lo cual compite
con las BMPs por la union a su receptor y de esta manera antagoniza las respuestas de las
BMPs (62). Por lo tanto, el betaglicano es un co-receptor versatil que modula a varios
miembros de la superfamilia del TGF-f (Fig. 6).

La funcion del betaglicano como co-receptor no requiere la presencia de las cadenas
GAGs, sin embargo la modificacion de las cadenas GAGs puede alterar la funcion del
betaglicano. El betaglicano presente en las células epiteliales renales LLC-PK; tiene GAGs
de alto peso molecular y en este caso previene la asociacion entre el receptor 1 y receptor 11,
con lo cual bloquea la senal del TGF-f3. Mientras que en las células L6, la expresion de un
betaglicano con GAGs de menor peso molecular incrementa la respuesta al TGI-3, lo que es
consistente con lo que se habia descrito (63)

Se ha propuesto que el betaglicano podria tener un papel mas directo en alguna via
de sefialamiento del TGF-f o en alguna otra via de sefialamiento. El receptor tipo II y el
betaglicano participan en la transformacion epitelio-mesenquimal dependiente de TGF-f2
en el corazon (64). Sin embargo el betaglicano media respuestas diferentes a las del receptor
tipo II. Cuando se bloquea al betaglicano con anticuerpos especificos se inhibe la pérdida de
contacto célula-célula endotelial, uno de los procesos en la transformacién epitelio-
mesenquimatosa, cosa que no ocurre al bloquear al receptor 1I. Ademas existe un patron
distinto de expresion de marcadores de desarrollo cuando se bloquea al betaglicano o al
receptor II. Estos datos sugieren que el betaglicano y el receptor II participan en la
transformacion epitelio-mesenquimal del corazén a través de vias de sefializacion diferentes

(64, 65).
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Figura 6. La inhibina con ayuda del betaglicano es un antagonista del seiialamiento de la
activina y de la BMP. A) En ausencia del betaglicano (BG), la activina o la BMP se unen al
receptor tipo I de activina (ActRIl) y forman el complejo de sefialamiento con el receptor tipo |
de activina (ALK4) o el receptor tipo | de la BMP (ALK2) respectivamanete. Sin embargo, en
presencia de betaglicano la union de inhibina al ActRII se incrementa y se bloquea la union de la
activina o de la BMP. Se forma un complejo BG-Inhibina-ActRIl, que impide el reclutamiento y
la activacion de ALK2 o ALK4. B) La BMP se une a su receptor tipo I1 (BMPRII) y a su
receptor tipo I ALK?2 para llevar a cabo su senalamiento. En este caso el betaglicano permite que
la inhibina se una al BMPRIIL, con lo cual bloquea el acceso de la BMP a sus receptores y
antagoniza su efecto. La diferencia entre ambos porcesos es que el betaglicano incrementa la
union de la inhibina al ActRIl, mientras que el betaglicano confiere al BMPRII la habilidad de
unir a la inhibina. Modificado de (61).
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II. BETAGLICANO SOLUBLE

Ademas de la forma unida a la membrana el betaglicano existe de forma soluble, el
cual también puede unir al TGF-f con alta afinidad. El betaglicano soluble se ha encontrado
en medios de cultivos de varias lineas celulares y en forma natural en suero fetal y matriz
extracelular (66) y leche (67). Se ha propuesto que la forma soluble del betaglicano podria
ser generada por un corte proteolitico del ectodominio del betaglicano membranal (29, 51).
Este tipo de procesamiento proteolitico de proteinas de membrana ha sido llamado en inglés
"ectodomain shedding". La evidencia que sugiere que el betaglicano sufre un corte
proteolitico es que células que carecen de este receptor al ser transfectadas con el cDNA que
codifica para el betaglicano membranal liberan al medio al receptor soluble (29). Sin embargo,
la actividad proteolitica responsable del corte atin no se ha caracterizado

El betaglicano soluble que se produce de manera recombinante, a diferencia del
betaglicano membranal, actia como un potente inhibidor del TGF-f (51, 68). Vilchis-
Landeros y cols. han preparado y caracterizado la forma soluble del betaglicano
recombinante usando el sistema de expresion del baculovirus en células de insecto. El
betaglicano soluble recombinante baculoviral comprende todo el ectodominio del receptor, se
expresa como una proteina homodimérica, con monoémeros de 110 kDa, unidos no
covalentemente y a diferencia del betaglicano soluble natural el betaglicano soluble
recombinante no presenta cadenas de glicosaminoglicanos (68). El betaglicano soluble
recombinante evita la unién del TGF-f a los receptores de seialamiento I y II (51). También
inhibe la actividad biolégica del TGF-f en varios ensayos in vitro; por ejemplo, en ensayos
con c€lulas Mv1Lu donde se usa un reportero sensible al TGF-f acoplado a la luciferasa, el
betaglicano soluble recombinante inhibe la induccién de la luciferasa. Esta inhibicion depende
de la concentracion del betaglicano soluble y tiene una potencia similar a la de un anticuerpo
neutralizante del TGF-B (68). Ademas, el betaglicano soluble recombinante también es
capaz de bloquear el efecto del TGF-f in vivo. El betaglicano soluble tiene un efecto
protector del dafio renal en el modelo de glomerulonefritis experimental en ratas, pues

disminuye el depdsito de fibronectina, colagena I y IV en el glomérulo y la sintesis de la
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cinasa SGK en el rifion (69). Ademas, el betaglicano soluble recombinante ha mostrado una
actividad antitumoral en un modelo animal de cancer (70). Por lo tanto, se ha propuesto que
el betaglicano soluble recombinante podria ser usado como un potente agente anti-TGF-f in
vivo.

Los hallazgos con el betaglicano soluble recombinante sugieren que el betaglicano
tiene una funcion dual y puede funcionar como un modulador de las acciones del TGF-f: el
betaglicano anclado a la membrana incrementa la unién del TGF-p a los receptores de

seflalamiento, mientras que el betaglicano soluble inhibe esta unién y por lo tanto bloquea

las acciones del TGF-g (51) (Fig. 7).

II1. CORTE PROTEOLITICO DE PROTEINAS TRANSMEMBRANALES O
“ECTODOMAIN SHEDDING"

Numerosas proteinas transmembranales son liberadas de la superficie celular por un
corte proteolitico en su region extracelular. Este proceso postraduccional se ha llamado en
inglés "ectodomain shedding" o "shedding". En esta tesis se identificara a este proceso por
su nombre en inglés debido a que no existe una traduccion bioldgica en castellano y para que
no exista confusion. El "shedding" afecta a una gran variedad de proteinas de la superficie
celular, entre las que se encuentran factores de crecimiento, citocinas, receptores, moléculas
de adhesion y el precursor del péptido B-amiloide. El corte proteolitico de las proteinas
transmembranales altera su actividad bioldgica y tiene un papel importante en procesos
fisiologicos y patologicos (71-75). Se conoce muy poco de los mecanismos que regulan el
proceso de "ectodomain shedding", sin embargo las evidencias experimentales indican que
tiene caracteristicas que son comunes entre si: a) es realizado por metaloproteasas
dependientes de zinc; b) puede ser activado por estimulos que encienden una via de

seflalamiento; c) es un evento rapido que no requiere sintesis de proteina nueva.



- Betaglicano
Betaglicano soluble

membranal

Senal Senal

Figura 7. El betaglicano como modulador de la actividad del TGF-f. El betaglicano
membranal potencia los efectos del TGF-f, facilitando la union de este factor al receptor I1. El
betaglicano soluble se genera por un corte proteolitico del betaglicano membranal. El
betaglicano soluble secuestra al TGF-f y previene su union a los receptores 1 vy 11, inhibiendo su
actividad.
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1. Proteasas involucradas en el corte del ectodominio de proteinas
transmembranales

En 1994 varios grupos determinaron que los inhibidores derivados del acido
hidroxdamico, conocidos por bloquear a las metaloproteasas dependientes de zinc, también
tenian la capacidad de inhibir el "shedding" del pro-TNF-a (76-78). Posteriormente se ha
demostrado que este tipo de inhibidores puede bloquear a la gran mayoria de los procesos de
"shedding" (75).

Bajo el nombre de metaloproteasas se agrupan varias familias de proteasas que
tienen en comun el requerimiento para su funcionamiento catalitico de un catién metalico
bivalente, generalmente el zinc. Entre las metaloproteasas esta la superfamilia de las
metzincinas. Esta superfamilia se caracteriza por tener en su dominio catalitico un sitio de
union a zinc y por tener una metionina conservada que forma una estructura particular
[lamada “vuelta de metionina” (Met-turn) (79). Dentro de la superfamilia de las metzincinas,
existen dos familias de metaloproteasas estructuralmente relacionadas: las metaloproteasa-
desintegrinas también conocidas como ADAMs o MDCs (de "A Disintegrin And
Metalloprotease domain" vy de "Metalloprotease/Disintegrin/Cystein-rich",
respectivamente) (74, 80, 81), y las metaloproteasas de la matriz extracelular conocidas

como MMP (de "matrix metalloproteinase™) (Fig. 8).

2. Familia de metaloproteasas-disintegrina ADAM vy "shedding"

Las ADAM son una familia de glicoproteinas transmembranales que se caracterizan
por tener dos funciones distintas: funcion de adhesion y actividad de proteasa (74, 81, 82).
Las ADAM estan formadas por varias regiones: el péptido sefial, el prodominio que bloquea
la actividad de proteasa, la region de metaloproteasa, la region de disintegrina con actividad
de adhesion, la region rica en cisteinas, la region parecida a EGF, la region transmembranal y
la region citoplasmica. Algunas presentan un sitio de corte por furina (Fig. 8). Hasta el
momento se han descrito 29 cDNA de metaloproteasa-desintegrinas ADAM. Aunque todas

presentan la region de metaloproteasa y la region de disintegrina, no se sabe si ambas



Ps Metalo Dis Cis ETMCit

ADAM

Funna

Ps Pro Metalo Dis Trombospondina

Ps Pro Metalo Bis Hemopexina

PsPro Metalo Bis Hemopexina TM Cit
MT- MMP

Furina

Figura 8. Estructura general de distintas familias de metaloproteasas. Péptido senal (Ps);
Prodominio (Pro); sitio catalitico de la metaloproteasa (Metalo); region de disintegrina (Dis);
region rica en cisteinas (Cis); region parecida a EGF (E); region transmembranal (TM); region
citoplasmica (Cit); region de trombospondina; region de bisagra (Bis): region de hemopexina.
En las ADAM y las MT-MMP existe un sitio de corte reconocido por furina (triangulo rojo)
entre el prodominio y el sitio catalitico. Modificado de (79).
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regiones son activas al mismo tiempo en una misma ADAM.

De los 29 cDNAs de ADAMSs descritos, s6lo 17 tienen la secuencia del sitio activo
de una metaloproteasa funcional. Las 12 ADAMs restantes presentan el dominio de
metaloproteasa, pero tienen cambios en los aminoécidos del sitio activo que las hacen
tedricamente no funcionales (81). Las ADAM involucradas en el corte del ectodominio de
proteinas transmembranales son: ADAM 17, ADAM 10 o Kuzbanian, ADAM 9, ADAM
19 y ADAM 12.

La primera metaloproteasa involucrada en el corte del ectodominio de una proteina
transmembranal identificada fue la que corta al proTNF-a (de "tumor necrosis factor-a").
La proteasa resulto ser la ADAM 17 y se le dio el nombre de TACE (por “tumor necrosis

nn

factor-a converting enzyme) (82, 83). La obtencion de ratones ""knockout"" y de lineas
celulares que expresan una forma no funcional de TACE, ha permitido demostrar que esta
enzima también corta el ectodominio de una gran variedad de otras proteinas que incluyen:
los receptores I y II para TNF, la molécula de adhesion L-selectina, el proTGF-a (84), el
precursor del B-amiloide (BAPP) en el sitio de la a-secretasa (85). el receptor 11 de IL-1
(86). el receptor a de IL-6 (87). el receptor con actividad de cinasa de tirosina HER4 (88) y
el receptor Notch (89).

Aunque TACE se considera la metaloproteasa preponderante en el corte de
proteinas transmembranales, algunos estudios han demostrado que otras metaloproteasas de
la familia ADAM también estdn involucradas en este proceso (Tabla 1). Se ha propuesto
que la metaloproteasa ADAM 9 es capaz de cortar el ectodominio de uno de los ligandos del
receptor a EGF, el proHB-EGF (de "heparin-binding EGF-like growth factor") en células
Vero (90). Sin embargo, ain no se ha demostrado si ésta es capaz de cortar directamente al
proHB-EGF en el sitio correcto, o si bien es otra proteasa la responsable del corte in vivo.
De hecho, de manera reciente se ha demostrado que fibroblastos provenientes de ratones que
carecen de TACE (células tace -/-) son deficientes en el corte de proHB-EGF (91). Esto abre
la posibilidad de que proHB-EGF es sustrato de varias metaloproteasas dependiendo del

tipo celular.



Tabla 1. Metaloproteasas involucradas en el corte de proteinas transmembranales

Metaloproteasa Sustrato propuesto Referencia
Metaloproteasas
Disintegrinas
ADAM 9 pl’OHB-EGF (90)
BAPP (168)
ADAM 10 Delta (92)
BAPP (93)
L1 (95)
proHB-EGF (169)
ADAM 12 proHB-EGF (96)
ADAM 17 0o TACE proTNF-a (82, 83)
proTGF-a (84)
proHB-EGF 91)
Receptor Il p75 de TNF-a (84)
Receptor p55 de TNF-« (84)
Receptor a de I1L-6 (87)
HER-4 (88)
L-Selectina (84)
BAPP (85)
Receptor Notch (89)
ADAMI9 Neuregulina (97)
MMP
MMP-1 (colagenasa-1) proTNF-a (100)
MMP-9 (gelatinasa B) proTNF-a (100)
MMP-3 (estromelisina-1) Fas membranal (FasL) (102)
MMP-7 (matrilisina) Fas membranal (FasL) (103)
MMP-2 (Gelatinasa A) Receptor de FGF (104)
MMP-3 proHB-EGF (105)
MTI-MMP proTNF-a (113)
TRANCE (114)
CDh44 (115)
Transglutaminasa membranal (164)
MT3-MMP CD44 (115)
MT4-MMP proTNF-a (110)
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La ADAM 10 corta al ligando del receptor Notch, llamado Delta (92) y al precursor
del B-amiloide (BAPP) en el sitio de la a-secretasa en células embrionarias de rifion humano
(células HEK) (93). La ADAM 10 recombinante es capaz de cortar péptidos de TNF-a in
vitro en el mismo sitio de corte de TACE, aunque con menor sensibilidad (94). La ADAM
10 también media el corte de la molécula de adhesion L1 tanto en la superficie celular como
en membranas vesiculares (95).

La ADAM 12 o meltrina a tiene actividad de proteasa en sustratos no fisioldgicos
(81). Sin embargo, en un estudio realizado en cardiomiocitos de ratén, se demostr6é que la
activacion de receptores acoplados a proteinas G estimulan a ADAM 12 la cual corta al
proHB-EGF. Inclusive en este trabajo proponen que el "shedding" de proHB-EGF por
ADAM 12 juega un importante papel en la hipertrofia cardiaca y proponen la inhibicion de
este corte como una estrategia terapéutica importante (96). Por altimo, la ADAM 19 o
meltrina 3 se ha relacionado con el procesamiento de la neuregulina, un miembro de la familia
del factor de crecimiento epidérmico EGF (97).

Recientemente se clonaron nuevos miembros de la familia ADAM, llamados las
ADAMTS (de "A Disintegrin And Metalloprotease with Thrombospondin motifs"). Estas
proteinas tienen varios dominios de las ADAM conservados, pero ademas se distinguen por
tener motivos de trombospondina tipo I que se unen a cadenas de glicosaminoglicanos (Fig.
8). Las ADAMTS no poseen region transmembranal, por lo que son proteasas secretadas al
medio a diferencia de las ADAM que son proteinas transmembranales que se localizan en la
superficie celular. Algunas de las funciones que se han descrito para estas proteinas son:
remueve proteoliticamente aminoacidos en el procesamiento de la procolagena a coldgena;
tiene actividad de agrecanasa, pues tienen la habilidad de cortar en sitios especificos al
agrecan, un proteoglicano que mantiene las propiedades mecanicas del cartilago y tener

actividad antiangiogénica (98).

3. Familia de metaloproteasas de la matriz o MMP y "shedding"

Las metaloproteasas de la matriz 0 MMPs han sido ampliamente estudiadas puesto
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que degradan componentes de la matriz extracelular en varios fenémenos fisiologicos como
el crecimiento, la morfogénesis, la reparacion de tejidos y en algunas situaciones patologicas
como la migracién celular en inflamacion y metastasis (99).

Las MMP estan formadas por el péptido senal, el prodominio que bloquea la
actividad de proteasa, la regién catalitica con el sitio de unién a zinc con actividad de
metaloproteasa, la region de bisagra y la region c-terminal parecida a hemopexina requerida
para cortar colagena de triple hélice (Fig. 8). Otras regiones que también pueden estar
presentes en uno o mas miembros de la familia son: un sitio de corte para furina antes del
sitio catalitico, una region parecida a fibronectina y una region similar a colagena V (79).

Existen pocos reportes en donde se han identificado a miembros de la familia de
MMPs como responsables del corte del ectodominio de proteinas transmembranales. La
MMP-1 (colagenasa 1) y MMP-9 (gelatinasa B) pueden cortar péptidos de TNF-a in vifro
(100). Estas proteasas cortan en dos sitios, uno de los cuales es igual al sitio donde corta
TACE. La MMP-7 o matrilisina se identific6 como la proteasa del pro-TNF-a en estudios
con macrofagos de ratones "knockout" para la MMP-7 (101). Sin embargo en estos estudios
no se vio si hay interaccion directa entre el proTNF-a y la matrisilina, lo cual no descarta
que otra proteasa sea la responsable del corte y que la matrilisina solo esté activando a esa
otra proteasa. También se ha propuesto que la MMP-3 (estromelisina-1) puede cortar al
ligando de Fas membranal (FasL) (102). En otro estudio, con proteinas recombinantes in
vitro, se demostré que FasL es sustrato directo de la MMP-7 (103). La MMP-2 (gelatinasa
A) recombinante es capaz de cortar el ectodominio del receptor 1 para FGF (de "Fibroblast
growth factor") tanto in vitro, como en células que sobreexpresan el receptor (104). En un
estudio similar demostraron que MMP-3 recombinante corta al proHB-EGF in vitro y en
células que sobreespresan el proHB-EGF (105) (Tabla 1).

Las MT-MMP (de "Membrane-Type Matrix Metalloproteinases") son una
subfamilia de las MMP que se caracterizan por estar ancladas a la membrana. Presentan las
mismas regiones que las MMP, pero ademas tiene una region transmembranal y una region

citoplasmica pequeia (79) (Fig. 8).
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Hasta el momento se han clonado 6 distintas MT-MMP (106-111). Las MT-MMP
son capaces de degradar componentes de la matriz extracelular, sin embargo una de sus
funciones mas estudiadas es la de activar a la pro-MMP-2 (112). De estas proteasas, las
MTI1-MMP, MT3-MMP y la MT4-MMP son las unicas que se ha demostrado que cortan
el ectodominio de proteinas transmembranales. La MT1-MMP es capaz de cortar a una
proteina de fusion GST-TNF-a in vitro (113). Cuando la MT1-MMP se sobreexpresa en
células aumenta el "shedding" de TRANCE (de "TNF-related activation induced cytokine"),
un miembro de la familia del TNF que esta relacionado con la diferenciacion de osteoclastos
(114). Se ha sugerido que la MT3-MMP es capaz de cortar directamente al receptor CD44
(115). In vitro, el sitio catalitico de la MT4-MMP puede cortar péptidos de TNF-a., asi
mismo, la cotransfeccion de MT4-MMP y de pro-TNF-a en células COS-7 hace que
aumente de manera significativa la liberacion de TNF-a al medio (110) (Tabla 1). En el caso
de esta subfamilia atin no se han realizado estudios con ratones "knockout" para determinar
si alguna de estas proteasas esta involucrada en el corte de una proteina, que es uno de los
criterios mas importantes.

Las evidencias experimentales indican que una misma proteina puede ser cortada por
distintas proteasas, como es el caso de pro-TNF-f, proHB-EGF o BAPP (ver Tabla 1).
Una posibilidad es que dependiendo el tipo celular sean sustrato de diferentes
metaloproteasas. aunque no esta claro si s6lo una o varias proteasas pueden cortar a la

misma proteina in vivo.

4. Remocion del prodominio de las metaloproteasas

Las metaloproteasas son sintetizadas como proenzimas, en donde el prodominio
bloquea el sitio catalitico y las mantiene inactivas. El prodominio tiene en su secuencia una
cisteina que interactia con el Zn*" del sitio catalitico, lo que previene la asociacién del Zn*"
con una molécula de agua, lo cual es requerido para la actividad catalitica de la enzima. Este
proceso se conoce como "switch de cisteina" y esta hipotesis postula que para que la

enzima se active el prodominio debe eliminarse o bien debe interrumpirse la interaccion de la
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cisteina con el Zn?" (79) (Fig. 9). Las metaloproteasas solubles MMPs se secretan al medio
celular como proenzimas que son activadas extracelularmente. Mientras que las ADAM vy
las MT-MMPs tienen un sitio de corte entre el prodominio y el dominio catalitico y son
activadas intracelularmente por la eliminacion proteolitica del prodominio por convertasas
de proproteinas intracelulares como la furina o la PC7, que actian en el trans-Golgi (74, 79,
116). El procesamiento por las convertasas de proproteinas se considera un proceso
constitutivo, sin embargo, varios reportes indican que puede ser un proceso regulado. Por
ejemplo. la sobreexpresion de la PC7 lleva a un aumento en el corte del BAPP (117),
mientras que en células que carecen de furina, el corte de BAPP es deficiente (118). Por lo
tanto, el aumento o la disminucién en la actividad de la proproteina convertasa puede ser un

punto de regulacion de la actividad de metaloproteasas responsables de "shedding".

5. Los inhibidores tisulares de las metaloproteasas o TIMPs

Los TIMP (de "Tissue Inhibitor of Metalloprotease Protein") son los inhibidores
enddgenos que regulan la actividad de las metaloproteasas en los tejidos. Estos inhibidores
son proteinas que se unen al sitio activo de la metaloproteasa. Los TIMP forman complejos
uno a uno con la metaloproteasa y la alteracion de este balance puede resultar en
enfermedades neuroldgicas, artritis, cancer, y fibrosis (112). Hasta el momento se han
identificado 4 tipos distintos de TIMPs. Los TIMP difieren en su especificidad para las
metaloproteasas y los patrones de inhibicion de las TIMP son uno de los criterios utiles
para distinguir el tipo de metaloproteasa que puede estar involucrada en el corte de cierta
proteina transmembranal. La familia de metaloproteasas MMP en general es sensible a los 4
TIMPs (112). Los miembros de la familia ADAM en general s6lo son inhibidos por el
TIMP-3 (119). De la subfamilia de metaloproteasas ancladas a la membrana, la MT1 es
inhibida por TIMP-2 y TIMP-3 (107), las MT2 y MT5-MMP son inhibidas por TIMP-2,
pero no por TIMP-1 (107, 109), mientras que MT4-MMP puede ser inhibida por TIMP-1,
y en menor medida por TIMP-2 y -3 (110) (Tabla 2).
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Figura 9. Mecanismo de activacion “switch de cisteinas™ de las metaloproteasas. Se
ejemplifica a las ADAM, pero el mecanismo de “cysteine switch™ también ocurre para las
MMP y las MT-MMP. El prodominio tiene en su secuencia una cisteina que interactua con el
Zn’" del sitio catalitico, esto previene la asociacion del Zn’* con una molécula de agua, lo
cual es requerido para la actividad catalitica de la enzima. Para que la enzima se active el
prodominio debe removerse. En las MMP la remocion del prodominio ocurre fuera de la
célula, mientras que en las ADAM y MT-MMP una proteasa tipo furina remueve el
prodominio de manera constitutiva en el rrans-Golgi. Modificado de (74).



Tabla 2. Inhibicién de las distintas subfamilias de metaloproteasas por los TIMPs

TIMP-1  TIMP-2  TIMP-3

MMP-1 - ++ —+
MMP-2 4+ + +4
MMP-3 4ot o+ ++
MMP-7 4 ++ -
MMP-9 ++ ++ ek
ADAM 8 - - -
ADAM 9 - - -
ADAM 10 4 - ++
ADAM 12 - - s
ADAM 17 - - 4
MT1-MMP - ++ RS
MT2-MMP - ++ nd
MT3-MMP - ++ nd
MT4-MMP - - -
MT5-MMP - 4 nd
MT6-MMP o + +
ADAMTS-I1 - 4 +
ADAMTS-4 +4 nd ++
ADAMTS-5 nd nd e

- no inhibe; + poca inhibicién; ++ alta inhibicion y nd no determinado
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6. Inhibidores sintéticos

La mayor parte de los inhibidores sintéticos preparados para bloquear a las
metaloproteasas tienen un grupo de union a zinc capaz de quelar al Zinc del sitio activo.
Algunos de los grupos de union a zinc usados son: hidroxamatos, formilhidroxilaminas,
sulthidrilos, fosfinatos, aminocarboxilatos y carboxilatos (120). Muchos de los estudios de
los inhibidores de metaloproteasas usados en medicina se han enfocado en los hidroxamatos.
Uno de los primeros hidroxamatos desarrollados fue el BB-94 o batimastat, el cual es un
inhibidor de amplio espectro y se ha usado in vivo para bloquear el crecimiento de tumores
y metastasis en diferentes modelos animales de cancer. El BB-94 se ha usado con éxito en un
modelo de carcinoma mamario en rata (121), en colon humano en ratones desnudos (122),
entre otros. En 1994, varios grupos determinaron que los inhibidores derivados de
hidroxamatos eran capaces de bloquear el "shedding" del pro-TNF-a (76-78).
Posteriormente usando diferentes inhibidores sintéticos de metaloproteasas se vio que
también bloqueaban el "shedding" de la mayoria de las proteinas transmembranales que son
cortadas. Desde entonces estos inhibidores se han usado de manera rutinaria para
caracterizar el corte de muchas proteinas transmembranales y en la mayor parte de los casos
se ha visto que lo previenen. El TAPI-2 es un inhibidor de amplio espectro derivado de
hidroxamato que en un inicio también se us6 para inhibir el "shedding" del pro-TNF-a
(123). En la actualidad se estan desarrollando inhibidores sintéticos mas especificos, tal es el
caso del BMS-275291, un inhibidor de metaloproteasas derivado de sulfhidrilo. Este
inhibidor bloquea a varias metaloproteasas solubles de la familia MMP, sin embargo no
afecta la actividad de metaloproteasas asociadas con el "shedding" del pro-TNF-a, el

receptor del TNF-a, el receptor de IL-6 o la L-selectina (124).

7. Corte activable
Una caracteristica del corte del ectodominio de la mayoria de las proteinas
membranales es que puede ser activado con ciertos estimulos fisiologicos o compuestos

sintéticos. Entre los estimulos fisiolégicos estan: factores de crecimiento (125), citocinas
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(71), suero (126), el mediador de inflamacién fMLP (N-formilmetionil-leucil fenilalanina) en
el corte de L-selectina (125), acetilcolina en el corte de BAPP (127) y el lipopolisacarido
LPS. El corte de los receptores puede ser activado por el propio ligando, como por ejemplo
el de los receptores para IL-2, [L-4 y TNF-a (71). El corte de sindecan-1 puede ser activado
por Pseudomonas aeruginosa in vivo (128).

Entre los compuestos sintéticos que activan el corte del ectodominio de proteinas, el
mas usado y caracterizado ha sido el éster de forbol 12-miristato-13-acetato (PMA). En
algunos casos los ionéforos de calcio y el pervanadato también activan el corte (74, 129,
130).

En muy pocos casos ha sido posible determinar los estimulos fisiologicos que
inducen el corte de cada proteina transmembranal y s6lo se ha podido determinar el estimulo
sintético que lo activa. Sin embargo, no se conoce hasta donde el corte activado con estos
estimuladores sintéticos refleja la activacidon de metaloproteasas por estimulos fisiologicos.

Los factores de crecimiento estimulan el corte de varias proteinas por la activacion
de receptores con actividad de cinasas de tirosina a través de la induccion de la via de ERK
de las MAP cinasas. Es el caso del "shedding" de pro-TGF-a (125), proHB-EGF (131),
Sindecan-1 y —4 (132) y el receptor para factor de crecimiento de hepatocitos, c-Met (133).

Los agonistas de los receptores acoplados a proteina G también son activadores del
"shedding" de los ectodominios de varias proteinas. Un estudio reciente demuestra que la
estimulacion de los receptores acoplados a proteinas G causan un incremento en el
"shedding" del proHB-EGF, produciendo HB-EGF soluble que a su vez estimula al receptor
de EGF (134). De esta manera se explicaria el didlogo o "cross talk" entre los receptores
acoplados a proteinas G y el receptor a EGF que se conocia desde hace tiempo, pero del
cual no se conocia el mecanismo.

El PMA es el estimulo sintético que mas se usa para inducir el corte de muchas
proteinas membranales. Debido a que el PMA es un activador de la Proteina Cinasa C
(PKC), se ha pensado que esta proteina podria estar controlando el corte activado con PMA

(84, 135). En algunos casos si se ha visto la participaciéon directa de la PKC en la induccién
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del corte con PMA, como es el caso de Sindecan-1y —4 (132) y del proHB-EGF (90).
Aunque también se ha sugerido que la estimulacion del corte con PMA no es consecuencia
directa de la actividad de la PKC, sino que se debe a la induccion de la via de sefialamiento de
ERK dada directamente por el PMA y en parte por la PKC (125, 130, 131).

El pervanadato, que es la combinacioén equimolar de ortovanadato de sodio y de
peroxido de hidrégeno, es un potente inhibidor de fosfatasas de tirosina que permite la
activacion de cinasas que normalmente se inactivan por desfosforilacion (136). El
pervanadato inhibe oxidando de manera irreversible la cisteina del sitio catalitico de las
fosfatasas de tirosina (137). De hecho. la oxidacién reversible de la cisteina del sitio
catalitico de las fosfatasas se estd considerando como un mecanismo de regulacion general de
estas enzimas, aunque apenas se estd caracterizado (138). Algunas proteinas
transmembranales que no activan su corte por PMA si lo hacen al ser tratadas con
pervanadato. como es el caso de TRANCE (114) y del receptor HER2 (129). Se conoce
muy poco de las vias de sefialamiento especificas involucradas en el corte activado por
pervanadato. En un estudio se vio que la estimulacion del corte de la molécula de adhesion
L1 dada por el pervanadato puede ser bloqueada por un inhibidor de la familia Src de cinasas
de tirosina (130). Otro reporte menciona que la activacién del corte de TRANCE por
pervanadato no es bloqueada por inhibidores de la via de la cinasa MAP p38 o de la cinasa
ERK (114), sin embargo no se conoce el mecanismo molecular. Finalmente, el corte de
BAPP estimulado por pervanadato no es bloqueado por inhibidores de la PKC (139), lo que
indica que la via de sefialamiento involucrada en el corte activado por pervanadato debe ser

distinta a la activada por el PMA.

8. Corte constitutivo

En cultivos celulares varias proteinas son cortadas y liberadas al medio extracelular
en ausencia de cualquier estimulacion celular por agentes externos (72). A este tipo de corte
se le conoce como "shedding" basal o constitutivo y aunque los mecanismos que regulan este

proceso se desconocen, probablemente se debe a proteasas constitutivamente activas que
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participan en el recambio celular de proteinas de la superficie celular (140). En algunos casos
el corte constitutivo de una proteina transmembranal se realiza por una metaloproteasa
diferente a la que realiza el corte activado. Esto se ha sugerido a partir de las observaciones
de que el corte constitutivo y el activado se inhiben por distintos TIMP, ocurren en distinto
sitio y estén regulados por diferentes vias de sefialamiento. Por ejemplo, en el caso del pro-
TGF-a y del pro-TNF-a el corte constitutivo se debe a la via de la cinasa MAP p38,
mientras que el corte activado por factores de crecimiento o PMA se debe a la via de la
cinasa ERK (125). O bien en el caso de TRANCE, en donde el corte inducido por
pervanadato es inhibido por TIMP-2, pero el constitutivo no es inhibido por TIMP-1 o

TIMP-2, ademas de que ambos cortes ocurren en distinto sitio (114).

9. Posibles mecanismos de activacion de las proteasas

El mecanismo por el cual la activacion de cierta via de sefialamiento intracelular lleva
a un aumento en la actividad proteolitica de una metaloproteasa no se conoce. Se proponen
varias posibilidades: la metaloproteasa puede estar ubicada en un lugar aislada de su sustrato
y, en respuesta a un evento de sefializacion, la localizacion de la metaloproteasa puede
cambiar de tal manera que entre en contacto con su sustrato. Otra alternativa es que el
evento de sefializacion haga que el inhibidor TIMP se disocie de la metaloproteasa,
permitiendo su actividad. Una posibilidad mas es que la cascada de sefialamiento modifique
la region citoplasmatica de la proteasa o del sustrato, lo cual se refleje en un cambio
conformacional en la region extracelular de la proteasa activandola, o del sustrato haciendo
que el sitio de corte sea accesible (74, 99). Actualmente se estan explorando
experimentalmente varias de estas posibilidades, sin embargo la manera en que la actividad
de TACE y otras metaloproteasas es regulada ain se desconoce y permanece como una de

las preguntas mas desafiantes en el campo.

10. El modelo de la maquinaria comun de "shedding"

El hecho de que las proteinas membranales sustratos de "shedding" son muy
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heterogéneas y no presentan una secuencia consenso en su sitio de corte, sugiere que deben
existir proteasas especificas para el corte de cada una de ellas. Sin embargo, las evidencias
experimentales indican que existe una maquinaria que es comun para el "shedding" de varias
de estas proteinas (135). Esto se sugiri6 a partir del estudio de una linea celular CHO
mutagenizada quimicamente incapaz de liberar TGF-a soluble al medio extracelular (141).
La caracterizacion posterior de esta linea, denominada M1 o M2, indica que estas células
también son deficientes en el corte de muchas proteinas membranales no relacionadas entre
si, incluyendo PBAPP, L-selectina, receptor para IL-6, pro-TNF-ay proHB-EGF (135,
141, 142). Posteriormente varios estudios han determinado que todas estas proteinas son
cortadas por TACE, por lo que se pensoé que las mutantes M1 o M2 podrian tener un
defecto en esta metaloproteasa. Sin embargo, al transfectar a TACE en estas células
mutantes no se recuper6 el fenotipo silvestre (142). Ademas, cuando las células CHO
mutantes se fusionaron con fibroblastos que carecian de TACE, las células hibridas si
recuperaron la habilidad para cortar al pro-TNF-a, pro-TGF-a y BAPP (142). A partir de
estos resultados se sugirio que la mutacion en las células CHO debia afectar a un
componente comun que controla la actividad de TACE y quizas a otras metaloproteasas. En
un trabajo reciente se determiné que la mutacion en estas células es un defecto en la
eliminacién del prodominio de TACE que hace que se quede en su forma inactiva (116). Sin
embargo, este defecto no se debe a una deficiencia en la actividad de las proteinas
convertasas como la furina, que procesan el prodominio, sino a un bloqueo en la salida de
TACE del reticulo endoplasmico (116). Ademas de manera importante en este trabajo se
determiné que otras proteasas que también cortan proteinas de membrana no estan afectadas

en estas células CHO mutantes y sélo esta afectada TACE.

11. Funcion biolégica de proteinas membranales solubles
Aunque en muchos casos el significado fisiologico del corte de las proteinas
transmembranales no se ha definido, existen algunos estudios que demuestran la funcion

biologica de las moléculas solubles in vivo. Ademas, las metaloproteasas del tipo ADAM
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tienen un papel esencial durante el desarrollo de mamiferos, lo cual se hizo evidente a partir
de la observacion de que los ratones mutantes que carecen de la metaloproteasa TACE
tienen defectos perinatales y postnatales (84). A continuacién se describen algunos

ejemplos de la actividad biol6gica de proteinas transmembranales que son cortadas.

11.1 Receptores membranales

El efecto bioldgico de los receptores solubles depende de su interacciéon con su
ligando y con el receptor anclado a la membrana. La mayor parte de los receptores solubles
retienen su habilidad para unir al ligando y su funciéon mas comin es la de competir con el
receptor anclado a la membrana por la unién al ligando. La potencia del receptor soluble
como inhibidor competitivo esta determinada por su afinidad por el ligando comparada con
la afinidad del receptor membranal. En algunos casos los receptores solubles estabilizan al
ligando y lo protegen de degradacion proteolitica aumentando su vida media, lo que resulta
en una potenciacion de la actividad del ligando. Un ejemplo de este caso es el de la proteina
de union a la hormona de crecimiento GH-BP (de "growth hormone binding protein"), esta
proteina es el receptor soluble para la hormona de crecimiento que cuando se une a esta
hormona prolonga su vida media (71, 73). En otros casos los receptores solubles confieren
sensibilidad al ligando, como por ejemplo, el receptor soluble a IL-6. La respuesta a IL-6
esta mediada por dos glicoproteinas membranales: el receptor a IL-6 y la subunidad gp130
que transduce la sefial. Se ha identificado un receptor soluble a IL-6 el cual, al igual que el
receptor membranal, es capaz de unirse a la subunidad gp130 que transduce la sefal, por lo
tanto el receptor soluble IL-6 potencia la actividad biologica de la IL-6 en vez de inhibirla
(143).

El efecto biologico exacto de los receptores solubles in vivo no se ha establecido
todavia con exactitud. Sin embargo, los niveles en suero de receptores solubles de varias
citocinas aumentan considerablemente bajo condiciones asociadas a un aumento a la
respuesta inmunoldgica e inflamatoria. Tal es el caso del receptor « para IL-2, el receptor a

para IL-6 y los receptores [ y Il para TNF-a (Tabla 3). Los niveles de estos receptores



Tabla 3. Patologias asociadas a receptores membranales liberados por corte proteolitico

Proteina soluble

Patologias asociadas Referencia

Receptor HER 2 con
actividad de cinasa en
tirosina

Receptor o de 1L-2

Receptor de [L-6

Receptores 1 y 11 de
TNF-a

Altos niveles en suero de pacientes con cancer. (129)
En cdncer de mama su nivel en suero tiene una

correlacién con una disminucion en la respuesta a

la terapia endocrina y quimioterapia.

Algunas patologias donde su nivel aumenta y es (71)
usado como marcador de la enfermedad o

indicador de la progresion son: tuberculosis,

escleroderma, linfoma maligno, linfoma de

Hodgkin, mieloma miiltiple, canceres de

pancreas, mama, pulmoén y ovario.

Sus niveles estan elevados en: artritis reumatoide, (143)
asma, esclerosis sistémica, esclerosis miiltiple,
HIV, malaria cerebral, mieloma muiltiple.

Sus niveles estan elevados en tuberculosis, (71)
malaria, HIV, artritis reumatoide, lupus sistémico
eritomatoso.
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solubles en suero se usan como marcadores de una gran variedad de condiciones clinicas,
pero se requiere una mayor investigacion para definir la relacion existente entre el aumento

en suero de los receptores solubles y estas enfermedades.

11.2 Factores de crecimiento transmembranales

La familia de factores de crecimiento transmembranales que son ligandos del receptor
para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) son el TGF-a, el EGF, el HB-EGF y la
anfiregulina. Estos factores se sintetizan como proteinas transmembranales que se cortan
por proteasas de la familia ADAM y se liberan de manera soluble. En la actualidad existe la
controversia acerca de si la forma transmembranal del factor tiene actividad biol6gica. Una de
las teorias establece que tanto los factores de crecimiento unidos a la membrana como los
que son solubles son capaces de activar al receptor. El factor unido a la membrana activaria
receptores en células vecinas, conocida como sefial yuxtacrina, mientras que el factor soluble
difundiria y activaria a receptores lejos de su sintesis, conocida como sefial paracrina o
autocrina (90, 125). Sin embargo, de manera reciente se ha descrito que para que el factor
transmembranal tenga actividad biolégica es necesario que sea cortado y liberado de forma
soluble. Los ratones que carecen de TACE, que es responsable de cortar al proTGF-a,
tienen un fenotipo similar a los ratones que carecen de pro-TGF-a o de EGFR (84). La
activacion del EGFR, la proliferacién y la migracion celular dependientes de EGFR se
reduce si se incuba con inhibidores de metaloproteasas. lo cual se recupera si se agrega EGF
soluble (144). Se ha descrito que se requiere la actividad de la metaloproteasa TACE para
que el EGFR se active in vivo y para el desarrollo de tumores en ratones desnudos, lo cual
indica que TACE es importante en tumorigénesis. Ademas TACE se sobreexpresa en la
mayoria de tumores de mama, por lo que se propone que TACE podria ser un blanco
terapéutico antitumoral (145). También se ha visto que los ratones transgénicos que
sobreexpresan proTGF-a susceptible de ser cortado tienen mayor incidencia de tumores
que los que sobreexpresan proTGF-a que no puede ser cortado (125).

Los inhibidores de metaloproteasas sintéticos como el batimastat o BB-94 se han
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usado con éxito para prevenir la metéstasis en animales de estudio y en la clinica (144).
Estos inhibidores previenen la proteélisis de la matriz extracelular por las células tumorales.
Sin embargo, ahora se sabe que estos inhibidores también inhiben la proliferacion y la
migracion celular y este efecto inhibitorio de batimastat es consecuencia de bloquear el corte

de los factores de crecimiento y con eso interferir en el sefialamiento autécrino de EGFR.

11.3 Proteinas de adhesion

Las moléculas de adhesion también pueden ser reguladas por el corte de su regién
extracelular, lo cual afecta la interaccion célula-célula o célula-matriz extracelular en la que
estén involucradas. Por ejemplo, el corte del ectodominio de la molécula de adhesion L-
selectina modula la velocidad de rodamiento (“rolling velocity™) de los leucocitos a lo largo
del endotelio, puesto que inhibidores que bloquean el corte de la L-selectina disminuyen la
velocidad de rodamiento (146). Otras moléculas de adhesion que también pueden ser
reguladas por proteolisis son la E-caderina (revisado en (147) o la molécula de adhesion L1
que se une a integrinas, la cual de forma soluble puede servir como sustrato para la adhesion
y migracion celular mediada por integrinas. Inhibidores del corte de L1 bloquean la migracion
celular y el efecto de los inhibidores se puede evitar agregando el ectodominio soluble de L1
(148).

En muchas enfermedades la concentracion en suero de varias proteinas de adhesion
aumenta. Tal es el caso de la molécula de adhesion L-selectina, la molécula de adhesion
ELAM-1 (por “endothelial leukocyte adhesion molecule™); la molécula ICAM-1 (por
“intercellular adhesion molecule-17) y la molécula VCAM-1 (por “vascular cell adhesion
molecule-1*) (Tabla 4). La concentracion en suero de estas moléculas se puede usar como
marcador de progresion de enfermedades y pronodstico (149), sin embargo, no se sabe la

relacion existente entre el aumento de estas moléculas solubles con estas enfermedades.

11. 4 Proteoglicanos

Los proteoglicanos de heparan sulfato como el sindecan también son cortados y se



Tabla 4. Patologias en las que las moléculas de adhesion ELAM, ICAM, L-selectinay VCAM

solubles aumentan sus niveles en suero.

Patologias asociadas Referencia

Enfermedades inflamatorias o autoinmunes

Asma (170)
Esclerosis maltiple (171)
Artritis reumatoide (172)

Enfermedades Infecciosas
Tuberculosis (173)
HIV (174)

Enfermedades cancerosas

Mieloma,cancer de Ovario,cancer de mama, tumores (175)
gastrointestinales, tumor de rifién, enfermedad de Hodgkin,

leucemia de las células T de adulto (ATL)
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ha visto que su corte puede ser una respuesta del hospedero a un dafio en el tejido (150). En
el caso de sindecan-1 el corte de su ectodominio puede ser activado in vivo por el factor de
virulencia LesA de Pseudomonas aeruginosa 'y esto hace que el hospedero sea mas
susceptible a ser infectado (128). El corte del ectodominio de sindecan también lo convierte

en un potente inhibidor del factor de crecimiento de fibroblastos FGF-2 (147).

11. 5 Precursor del B-amiloide o BAPP

La enfermedad neurodegenerativa de Alzheimer se caracteriza por la deposicion del
péptido p-amiloide (péptido AB) en placas seniles en el cerebro. El péptido AP se genera
por proteolisis de una proteina transmembranal llamada el precursor del f-amiloide (BAPP).
Las proteasas que cortan al BAPP son llamadas a—, B- y y-secretasas. El corte de la BAPP
por la -y y- secretasas resulta en la formacion del péptido Af y en la liberacion de la
porcion extracelular del APP (APPf soluble) (Fig. 10). La a-secretasa corta cerca de la
membrana plasmatica, en medio del péptido AP evitando la formacion del péptido AP y
resulta en la liberacion de toda la porcion extracelular del APP (APPa soluble). Se considera
que el corte por la a-secretasa es un factor protector en contra de la enfermedad de
Alzheimer, debido a que el corte por la a-secretasa evita el corte por la f3-secretasa y con
esto la formacion del péptido AP. Las primeras secretasas en cortar al APP son la o o la 8-
secretasa, después del corte inicial el fragmento que queda unido a la membrana es cortado
por la y-secretasa (151) (Fig. 10).

En células no neuronales la actividad de a-secretasa se ha asociado con TACE en
fibroblastos y con ADAMI0 en células HEK (85, 93). En células neuronales del
hipocampo, el sitio de corte de la a-secretasa es distinto al de TACE o ADAMIO y se
propone que ADAMO es la que tiene la actividad de a-secretasa en estas células, ya que in
vitro ADAM9 recombinante es capaz de cortar al APP en ese mismo sitio (74).

La B-secretasa es una aspartil-proteasa unida a la membrana que se le ha llamado

BACE (de "B-site APP cleaving enzyme"). Esta proteasa tiene un pH éptimo 4cido y se
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Figura 10. Mecanismo de corte del precursor del B-amiloide. El precursor del p-amiloide
(BAPP) es una proteina transmembranal. Las proteasas que cortan al BAPP son llamads «, f v
y secretasas. El corte de la BAPP por la o v y secretasa resulta en la liberacion de todo el
ectodominio del APP, llamado APP soluble o (APPsa) y de un péptido pequeiio llamado p3.
El corte por la § y y secretasa resulta en la liberacion de una porcion del ectodominio del
BAPP, llamado APP soluble 3 (APPsP)y en la formacion del péptido p-amiloide (AP) que es
el que se deposita en las placas seniles del cerebro. Modificado de (151).
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cree que corta en endosomas acidos (152).

Recientemente se ha identificado a la presenilina como la responsable de la actividad
de y-secretasa (revisado en (151). La y-secretasa corta el fragmento carboxi-terminal que
queda unido a la membrana después del corte realizado por las a-y P-secretasas. El corte
lo realiza en el centro de la regién transmembranal liberando el péptido AP (corte de
p-y y-secretasa) o un péptido mas pequeiio llamado p3 (corte de o y y secretasas) (Fig.
10). EI péptido AP puede ser de 40 o 42 aminoécidos, segun sea el sitio de corte de la y-
secretasa, estos péptidos son los que forman a las placas seniles y se piensa que la forma de

AP42 es la mas toxica.
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ANTECEDENTES

La forma soluble del betaglicano inhibe la union del TGF-f a sus receptores de
sefialamiento. Se ha propuesto en varios trabajos que el betaglicano soluble se genera por un
corte proteolitico del ectodominio del betaglicano membranal, pero este corte no ha sido
caracterizado (51, 58, 66). El corte proteolitico de proteinas de membrana se le ha llamado
en inglés "ectodomain shedding" y de manera reciente se han identificado a los activadores
de distintas vias de sefialamiento que lo estimulan, asi como a las proteasas que lo realizan.
En un trabajo previo demostramos que el corte del betaglicano no es estimulado por el éster
de forbol PMA y que su corte no se ve afectado en una linea celular mutante que es
defectuosa en el corte de una variedad de proteinas (153). En este trabajo se caracterizo el
corte del betaglicano en varias lineas celulares utilizando las estrategias que se han seguido

para caracterizar el corte de otras proteinas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El betaglicano membranal es un co-receptor que incrementa la unién del TGF-f a los
receptores 1 y II (58). Ademas de la forma unida a la membrana, el betaglicano existe de
forma soluble, el cual se ha encontrado in vivo en suero y matriz extracelular (66). En
contraste con la forma membranal, el betaglicano soluble secuestra al TGF- y no permite
que se una a los receptores I y II, con lo cual bloquea las acciones del TGF-f (51, 68).
Aunque se sabe que el betaglicano soluble es generado por un corte proteolitico cerca de la
superficie celular del betaglicano membranal, se conoce muy poco de este proceso y no se
sabe si se trata de un proceso regulado ni se ha identificado a la proteasa que lo corta.
Comprender el mecanismo por el cual se genera el betaglicano soluble nos permitira entender

mejor la capacidad del betaglicano de modular las acciones del TGF-£.

HIPOTESIS
El betaglicano soluble se genera por un corte proteolitico en la superficie celular del

betaglicano membranal y se trata de un proceso regulado.

OBJETIVO

El objetivo de este proyecto es determinar el mecanismo responsable del corte
proteolitico del ectodominio del betaglicano. Para esto se utilizardn células en cultivo
transfectadas con el betaglicano membranal y se analizara la aparicion del betaglicano soluble
en el medio. Se comparard el corte del betaglicano en distintas lineas celulares y se
caracterizara a la proteasa que corta al betaglicano. Los criterios utilizados para caracterizar
a la proteasa incluyen: i) respuesta a activadores de vias de sefialamiento que regulan el corte
de otras proteinas transmembranales, ii) sensibilidad a distintos tipos de inhibidores de

proteasas.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos. El ortovanadato de sodio, el peréxido de hidrogeno, PMA, BSA, los
amortiguadores, sales, detergentes e inhibidores de proteasas fueron adquiridos y
preparados de reactivos de Sigma-Aldrich (México). Las endonucleasas de restriccion y
otras enzimas fueron de Roche Molecular Biochemicals (Basel, Switzerland). La sefarosa-
Cl, sefarosa Proteina A y sefarosa proteina G fueron de Amersham Pharmacia Biotech AB
(Uppsala, Sweden). El disuccinimidilsuberato (DSS) fue de Pierce. El TGF-$2 se obtuvo de
Ciba-Geigy AG (Basel, Switzerland). EI TGF-f1 se obtuvo de R&D Systems
(Minneapolis, MN). Los TIMP-1 y TIMP-2 humanos recombinantes se compraron de
Fuji-Chemical Industries Ltd. (Takaoka, Japén). El TAPI-2, el BB-94 y el BMS-275291
fueron donados por el Dr. J. Arribas (Hospital de Vall d"Hebron, Barcelona, Espaiia). El
pervanadato se preparo fresco previo a cada experimento mezclando ortovanadato de sodio
(IM) y peroxido de hidrégeno (1M) disueltos en PBS. Todos los reactivos para cultivos
celulares se obtuvieron de Gibco/BRL. El material de plastico empleado para los cultivos

celulares se obtuvo de Corning Costar (Cambridge, MA).

Anticuerpos. El anticuerpo policlonal de conejo # 822 se generd a partir de la proteina GST
acoplada al ectodominio del betaglicano de rata y el anticuerpo # 821 a partir de la proteina
GST acoplada a la regién citosdlica del betaglicano. El anticuerpo monoclonal contra el
epitope c-myc 9E10 se ha descrito con anterioridad (154). El anticuerpo monoclonal anti-
HA fue de Babco (Richmond, CA). Los anticuerpos monoclonales anti-MT2-MMP de
raton (clona 162-22G5) y anti-MT3-MMP de humano (clona 117-10C6) se adquirieron en
Fuji-Chemical Industries Ltd. (Takaoka, Japan). El anticuerpo monoclonal anti-MT1-MMP
de humano LEM 2/63 fue donado generosamente por la Dr. Alicia Arroyo (Madrid,
Espaifia). El anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo y el anticuerpo de conejo

anti-IgG de raton conjugados a peroxidasa fueron de Sigma-Aldrich (México).
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Cultivos celulares. Los mioblastos de rata L6E9 se usaron para transfectar de manera
estable al betaglicano. Las células CHO, COS-1 y COS-7 se usaron para transfectar de
manera transitoria al betaglicano y a las distintas metaloproteasas. Las células M1 son
células CHO mutantes que estan transfectadas establemente con el cDNA del proHATGF-
o y que se seleccionaron por ser defectuosas en el corte de varias proteinas
transmembranales (141). Las células Rat-1 y 3T3-L1 se usaron para ver el corte del
betaglicano endégeno. Las células L6E9 se cultivaron en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con 20% de suero fetal bovino. Las células CHO, COS-
1, COS-7, M1, Rat-1, 3T3-L1 se crecieron en DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino. Todas las células transfectadas de manera estable se crecieron en presencia del

antibiotico geneticina G418 (Gibco/BRL) a una concentracion final de 400 pg/ml.

Construcciones y ¢cDNAs. En el esquema de la figura 11 se muestran las distintas
construcciones de betaglicano que se utilizaron en este estudio. Se le ha llamado BG a las
construcciones que tienen el betaglicano silvestre con cadenas de glicosaminoglicanos. Se le
ha llamado gag™ a las construcciones que son una doble mutante puntual de las serinas
donde se anclan las cadenas GAGs (S535, 546A) y expresan el betaglicano como proteina
medular sin glicosaminoglicanos (51, 53)]. La construccion HABG es el ¢cDNA del
betaglicano de rata con el epitope HA en el amino terminal y esta subclonada en el vector de
expresion pCEP4. La construccion de la mutante Myc-gag™ esta subclonada en el vector de
expresion pCDNA3 (Invitrogen) y su construccion se realizé previamente (53). Las
mutantes HA-gag ~ y HA-gag = FLAG (Fig. 11) se construyeron a partir del cDNA del
betaglicano silvestre de rata con el epitope HA en el amino terminal. Ambas construcciones
se crearon remplazando en el cDNA de betaglicano silvestre un fragmento de la mutante gag
" previamente descrita, en los sitios Xho Iy Bgl I (51). El epitope de FLAG se insertd en
el carboxilo terminal en las construcciones HABGFLAG y HAgag ~ FLAG por PCR. Las
construcciones HA-gag™, HA-gag ~ FLAG, HABG y HABGFLAG se subclonaron en el

vector de expresion pCMVS para expresion transitoria en células en cultivo. Todas las
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manipulaciones con el DNA se verificaron por secuenciacion usando técnicas estandar
(155).

Los siguientes plasmidos con los ¢cDNAs que codifican para distintas
metaloproteasas fueron donados amablemente por el Dr. J. Arribas (Hospital de Vall
d’Hebron, Barcelona, Espaiia): el plasmido pcDMycMT1 corresponde al cDNA de MTI -
MMP de hamster con el epitope de myc en el amino terminal (156). Los vectores pSG
MT2-MMP y pSG MT3-MMP corresponden a los cDNA humano de MT2-MMP y
MT3-MMP respectivamente. Los vectores pcD3 MT4-MMP HA. pcD3 MT5-MMP
HA cty pcD MT6-MMP HA ct corresponden a los cDNAs que codifican para la MT4-
MMP de raton y las MT5- y MT6-MMP humanas con el epitope de HA y han sido
descritos previamente (109-111). El plasmido pcD3.1Z (+) bKU z codifica para la ADAM
10 bovina. El ¢cDNA de ADAMTSI fue proporcionado por el Dr. JC. Rodriguez-

Manzaneque (Hospital de Vall d"Hebron, Barcelona, Espaiia).

Transfecciones. La expresion estable de la construccion Myc-gag™ o del vector vacio
pCDNA3 en las células L6E9, asi como la purificacion y obtencién de las clonas usadas en
este estudio, se realizaron anteriormente (53). A estas células se les llamo L6E9/Myc-gag ~
o L6E9/pcDNA3. Brevemente, las células L6E9 se transfectaron por el método de fosfato
de calcio (157), las transfectantes se seleccionaron con 400 pg/ml de Geneticina. Las células
transfectadas con la construccion Myc-gag™ se enriquecieron por tres rondas de citometria
magnética ("Magnetic cell Sorting", MACS; Miltenyi Biotec Inc, Aubur, CA), usando
como anticuerpo primario el anti-ectodominio del betaglicano # 822, y como anticuerpo
secundario el antisuero de cabara anti-inmunoglobulina total de conejo conjugado a micro
perlas magnéticas (Miltenyi Biotec Inc, Aubur, CA). Las células CHO mutantes M1/
HABG son células M1 mutantes (141) transfectadas establemente con el ¢cDNA del
betaglicano silvestre membranal y se clonaron con anterioridad en el laboratorio. Para la
transfeccion estable de estas células se utilizo la construccion HABG subclonada en el

vector pCEP4 usando el método de precipitacion de fosfato de calcio (157).
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Las células CHO y las células L6E9/Myc-gag “se transfectaron de manera transitoria
usando el reactivo LipofectAMINE plus (Life Technologies, Inc.) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las células COS-1 se transfectaron de manera transitoria
con el método de dietilaminoetil-dextran (DEAE-Dextran) (158). Para ello, las células se
sembraron en platos para cultivo de 78.5 cm? de drea. Al dia siguiente, el medio de cultivo
se eliminoé y las células se lavaron 2 veces con medio DMEM sin suero y se adicionaron 2
ml de la mezcla de transfeccion (10 pg de plasmido, cloroquina 0.1 mM, 0.4 mg/ml de
DEAE-Dextran). Las células se incubaron a 37 °C por 3 horas. Posteriormente, se quité la
mezcla a las células y se incubaron con PBS adicionado con 10 % de DMSO por 1.5 min.
Las células se lavaron una vez con DMEM y se les agregé DMEM suplementado con 10 %
de suero fetal bovino. Al dia siguiente se despegaron y se sembraron en platos para cultivo

de 9.6 cm? de area. Las células se ensayaron 48 horas después de la transfeccion.

Marcado metabélico. Aproximadamente 7 X 10° células, sembradas en platos para cultivo
de 9.6 cm” de 4rea, se ayunaron en medio DMEM libre de metionina por 1 hora a 37°C.
Posteriormente se marcaron por 1 o 2 horas con 250 pCi/ml de metionina marcada con *°S,
[ S]-Pro-Mix (Amersham Pharmacia Biotech), en medio DMEM libre de L-metionina y L-
cisteina (Sigma-Aldrich). Las células se lavaron 2 veces con medio completo (DMEM con
10% SFB) y se incubaron en este medio por 1 o 2 horas. Posteriormente las células se
incubaron en presencia o ausencia de distintos compuestos en medio DMEM con 0.2%
SFB 0 en medio DMEM solo, por el tiempo indicado. El medio se recupero, se le adiciond
ImM de PMSF y se centrifugd a 14,000 rpm para eliminar restos celulares. Las células se
lavaron 3 veces con PBS y se lisaron con el amortiguador de lisis (PBS, 1% Nonidet P-40,
SmM EDTA y 1mM PMSF). Los lisados celulares o el medio se inmunoprecipitaron como
se describe mas adelante. Los inmunoprecipitados se separaron en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes de SDS-PAGE. Las bandas se visualizaron usando el "Phosphorimager"
(Molecular Dynamics) y el andlisis cuantitativo de la densitometria se hizo con el programa

"Image Quant" (Molecular Dynamics).
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Inmunoprecipitacion. Los medios y los lisados celulares se incubaron primero con
sefarosa-Cl por 30 minutos a 4°C. Posteriormente las muestras se incubaron con los
anticuerpos indicados a una dilucién de 1:200 por 2 horas o toda la noche a 4 °C en
presencia de sefarosa proteina A (para los anticuerpos policlonales # 822 y # 821) o de
sefarosa proteina G (para los anticuerpos monoclonales anti-c-myc y anti-HA). Los
inmunoprecipitados se lavaron 3 veces con 1 ml de amortiguador de lavado (PBS, 0.1%
Triton X-100 y 0.1% SDS) y se analizaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes de

SDS-PAGE.

Western blot. Los complejos inmunes de las inmunoprecipitaciones o bien alicuotas de
medio o de células lisadas con el amortiguador de lisis se separaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) o a membranas de PVDF (Millipore) y se probaron con los
anticuerpos indicados. Para ello, las membranas fueron bloqueadas incubandolas en PBS-
Tween 20 al 0.1% (PBS-T) adicionada con 5% de leche descremada por 1 hora a
temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C. Las membranas se incubaron posteriormente
con el anticuerpo primario diluido en PBS-T por 1 hora a temperatura ambiente. Las
diluciones usadas fueron: 1:5000 para el anticuerpo # 822; 1:2000 para los anticuerpos
#821, anti-c-myc y anti-HA; 1:200 para el anticuerpo anti-MT2-MMP y 10 pg/ml para el
anti-MT3-MMP. Para detectar a la MT2-MMP endégena el anti-MT2-MMP se us6 a 10
pg/ml. El anti-MT1-MMP LEM-2/63 se uso sin diluir. Posteriormente, las membranas se
lavaron con PBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario diluido en PBS-T por 1
hora a temperatura ambiente. La dilucion usada fue de 1:5000 para el anti-IgG de conejo o
de ratén conjugados a peroxidasa. Finalmente las membranas se lavaron y se revelaron por
quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL (Amersham Pharmacia Biotech). Sélo donde

se indica se uso el reactivo de ECL plus (Amersham Pharmacia Biotech).
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lodinacién del TGF-B. El TGF-B2 se marcé con '°I usando el método de cloramina T
(27). Se mezclaron 2 pg de TGF-p2, en 5 pl de acetonitrilo al 30% y tricloroacético al
0.1%, con 5 pl de fosfato de sodio 1.5 M. Se afiadieron 400 pCi de Na'*I y se mezcl6
suavemente. A la mezcla de iodinacion se le adicionaron 2 pl de cloramina T (50 pg/ml) 3
veces en lapsos de 2, 1.5 y 1 min respectivamente, mezclando suavemente en cada ocasion.
La reaccién se detuvo adicionando 10 pl de N-acetiltirosina 50 mM, 100 pl de KI 60 mM vy
100 pl de urea en écido acético (1.2 g urea en 1 ml de 1M dacido acético). La actividad
especifica se cuantificd mediante cromatografia de capa fina, para lo cual se depositaron 2
ul de la mezcla de yodinacion en una tira de fibra de vidrio impregnada de silica gel (Gelman
Sciences. Ann Arbor, MI). Se us6 acido tricloroacético al 10 % como fase movil. Las tiras
se cortaron por la mitad y se midi6 la radioactividad en la base y el frente en un contador
para radiacién tipo gamma (Packard). Se consideré una incorporacion del 30 % o mayor
como aceptable. Posteriormente se separé el '*I libre del TGF-B2 marcado utilizando
columnas PD-10 de sephadex-G25 (Pharmacia Biotech). La columna se equilibré con el
amortiguador de columna (HCl 4 mM, NaCl 75 mM y BSA 0.1%). Se adicioné la mezcla de
iodinacion a la columna y se agregaron 10 ml de amortiguador de columna. Se recuperaron
fracciones de 500 pl de elucion. Se seleccionaron por cromatografia de capa fina las
fracciones con el mayor niimero de cuentas por minuto. La concetracion del I:"5I-TGF-|32 se
calculd por cromatografia de capa fina tomando 2 pl de la fraccién seleccionada. Las

alicuotas de '**I-TGF-B2 se guardaron a - 20 °C.

Marcado por afinidad. Aproximadamente 2x10° células sembradas en platos de 9.6 cm? de
area, se lavaron dos veces con medio DMEM con 0.2 % SFB. Posteriormente se incubaron
con o sin 100 uM de pervanadato en medio DMEM con 0.2 % SFB por el tiempo
indicado. El medio se recuperd y se realizé el marcado por afinidad con el '»I-TGF-B2 del
medio y de las células por separado. Las células se incubaron con 200 pM de '*I-TGF-B2
en amortiguador KRH-BSA (Krebs-Ringer-Hepes con 0.5% de BSA) por 2 horas a 4°C.

Posteriormente las células se lavaron 3 veces con el amortiguador de KRH-BSA y una vez
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con el amortiguador KRH. Se realiz6 el entrecruzamiento del '*I-TGF-B2 incubando las
células con 0.1mg/ml de disuccimidilsubarato (DSS) en KRH por 15 minutos a 4°C. La
reaccion de entrecruzamiento se detuvo lavando las células dos veces con KRH que
contenia 10mM Tris-Cl pH 7.4. Las células se lisaron con el amortiguador de lisis. El medio
de marcé por afinidad con 250pM de '*I-TGF-B2 por 3 horas en presencia de 0.05%
Triton-X100. Se realizé el entrecruzamiento del '**I-TGF-B2 con 0.Img/ml de DSS por 15
minutos y se agregd Tris-Cl pH 7.4 2 M de tal manera que quedara a una concentracion de
10mM final. Los lisados celulares o el medio se inmunoprecipitaron como ya se ha descrito
anteriormente utilizando los anticuerpos indicados. Los inmunoprecipitados se separaron
en geles de poliacrilamida desnaturalizantes de SDS-PAGE. Las bandas se visualizaron
usando el "Phosphorimager" (Molecular Dynamics) y el andlisis cuantitativo de la

densitometria se hizo con el programa "Image Quant" (Molecular Dynamics).

Northern blot. El RNA total se aislo de células en cultivo usando el reactivo de Trizol
(Invitrogen), 10 pg de RNA de cada linea celular se separ6 en geles de agarosa/formaldehido
al 0.9%, los geles se transfirieron a membranas de nylon Hybond-N (Amersham Pharmacia
Biotech). Las sondas de cDNA usadas fueron: para MT1-MMP de hamster, el fragmento
Xbal/HindIIl de 2669-bp del plasmido pcD MycMT1. Para MT2-MMP humana, el
fragmento EcoRI/Pstl de 1996-bp del plasmido pSG MT2-MMP y para MT3-MMP
humana el fragmento EcoRI de 1330-bp del plasmido pSG MT3-MMP. La sonda de
cDNA para GAPDH fue de ratén. Las sondas se marcaron con el Random Primer Labeling
Kit (Boehringer) y [a-*P]-dCTP (Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La hibridizacion se realiz6 toda la noche a 65°C en 0.5 M de
buffer de fosfatos (pH 7.2), 7 % SDS y 10 mM EDTA. Las bandas se visualizaron con el

"Phosphorimager" (Molecular Dynamics).

Ensayos de competencia. El medio de las células L6E9 / Mycgag™ tratadas con

pervanadato se concentré utilizando el sistema de amicon (Millipore, Bedford, MA). La
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muestra se dializo contra PBS conteniendo 1mM PMSF. La concentracién del betaglicano
soluble BGs-90 en el medio se determind por western blot, comparando con diferentes
concentraciones conocidas de betaglicano soluble recombinante (BGsr) como estandares.
Para los experimentos de competencia, se utilizaron 10 ng de BGs-90 o de BGsr. Las
muestras se marcaron por afinidad con 100 pM de '* I-TGF-B2 en presencia de distintas
concentraciones (0.062 - 4 nM) de TGF-f1 o TGF-B2 frio por 3 horas a 4 °C. La reaccion
de entrecruzamiento se realizé con la adicion de disuccimidilsuberato (DSS) a una
concentracion de 0.1mg/ml. La reaccion se detuvo después de 15 minutos, adicionando
Tris/HCI pH 7.5 a una concentracion final de 10 mM. Las muestras se inmunoprecipitaron
con el anticuerpo monoclonal anti-c-myc y sefarosa proteina G. Los inmunoprecipitados se
corrieron en geles de SDS-PAGE y se visualizaron con el "Phosphorimager". La

densitometria se llevo a cabo con el programa "ImageQuant”.
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Figura 11. Construcciones de betaglicano. Representacion esquematica de las distintas
construcciones utilizadas en este trabajo. Se muestra el péptido senal en el amino terminal
(caja negra), la posicion de las cisteinas (puntos), las regiones con similitud a endoglina (caja
verde) y a uromodulina (caja naranja), la region transmembranal (TM) y la region
citoplasmatica (Cit). Los epitopes Myc, HA y Flag estan representados con un asterisco (*).
LLas construcciones que carecen de glicosaminoglicanos estin representadas como gag™. Los
glicosaminoglicanos estan representados con circulos rojos y las construcciones que si los
presentan estan sefialadas como BG. También se muestran las regiones reconocidas por el
anticuerpo policlonal # 822, dirigido contra electodominio del betaglicano, vy el anticuerpo

policlonal # 821dirigido contra la region citosolica.
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RESULTADOS

I. EL CORTE DEL BETAGLICANO ES UN PROCESO REGULADO

1. El corte de la region extracelular del betaglicano es estimulado por el
pervanadato.

El "shedding" de proteinas transmembranales es un proceso generalmente regulado
que puede ser inducido con distintos agentes. Sin embargo, en un trabajo previo se habia
demostrado que el corte del ectodominio del betaglicano es insensible a activadores que
inducen el corte de muchas proteinas transmembranales, como son el PMA, iondéforos de
calcio o suero (153). Recientemente se demostrd que el pervanadato, un potente inhibidor de
fosfatasas de tirosina, es capaz de inducir el corte de algunas proteinas que también son
insensibles a estos agentes (129, 159). Por lo tanto, se decidi6 analizar el efecto del
pervanadato en el corte del betaglicano. El betaglicano migra en los geles de SDS-PAGE
como un barrido de 180-250 kDa, debido a la presencia de las cadenas de GAGs, lo cual
dificulta su andlisis. Para facilitar el analisis del betaglicano soluble se utilizé una version de
betaglicano que carece de GAGs, llamada gag™ betaglicano. La construccion gag™ es una doble
mutante puntual donde los residuos de serina 535 y 546. que son los sitios de unioén a las
cadenas de GAGs, se han cambiado a alanina. Esta mutante se expresa s6lo como proteina
medular y migra en los geles como una banda definida de 120 kDa. Aunque la mutante gag™
no es procesada como proteoglicano, une al TGF-f y se comporta igual que el betaglicano
silvestre (51). Se utilizé6 una clona de las células L6E9 transfectadas establemente con la
construccion gag™ que tiene el epitope c-myc en el extremo amino terminal, llamada
construccion Myc-gag™ (Fig. 11) y como control una clona de L6E9 transfectada
establemente con el vector de expresion vacio (pcDNA3). Ambas clonas de L6E9 estables
fueron creadas y seleccionadas anteriormente en el laboratorio (53) y en este trabajo se les
llamaron células L6E9/Myc-gag™ y células L6E9/pcDNA3. Las células L6E9 son una linea

de mioblastos de rata que no expresan betaglicano en ningiin momento de su desarrollo
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(160), lo que las hace un buen tipo celular para expresar solamente betaglicano exdgeno.

Para evaluar el efecto del pervanadato en el corte del betaglicano, las células
L6E9/Myc-gag™ y las células L6E9/pcDNA3 se marcaron metabolicamente con *S-
metionina y se incubaron por 30 minutos con o sin pervanadato. Posteriormente los lisados
celulares y el medio se inmunoprecipitaron con distintos anticuerpos y se analizaron en
geles de SDS-PAGE. La Figura 12 muestra que un tratamiento corto de las células L6EY/
Mycgag™ con pervanadato indujo la liberacion de un fragmento de unos 90 kDa (que
llamaremos de aqui en adelante BGs-90). Este fragmento fue inmunopreciptado por el
anticuerpo policlonal #822 y por el anticuerpo monoclonal dirigido en contra del epitope c-
myc ubicado en el extremo amino terminal. Como seria de esperar para un producto soluble,
este fragmento no fue inmunoprecipitado por el anticuerpo # 821 dirigido contra la region
citoplasmica del betaglicano (Fig. 12), ni se observo en el medio o los lisados celulares de las
células control L6E9/pcDNA3 (Fig. 12). En algunas ocasiones, ademas del fragmento de 90
kDa se observo un fragmento menos abundante de mayor movilidad electroforética (ver * en
la Fig. 12), pero el cual no seguimos caracterizando.

El fragmento BGs-90 difiere en tamaio del betaglicano soluble enddgeno
previamente descrito en los medios condicionados de las células 3T3-L1. El betaglicano
soluble enddgeno posee cadenas de GAGs, las cuales al ser digeridas con heparitinasa y
condroitinasa dejan una proteina medular que tiene una movilidad electroforética de ~110-
120 kDa (66). Es decir, el fragmento BGs-90 obtenido de las células L6E9 con el estimulo
del pervanadato es una version nueva de betaglicano soluble, de menor tamafio que la que se
habia descrito para el betaglicano soluble enddgeno.

El efecto del pervanadato en el "shedding" de BGs-90 es especifico, puesto que al
incubar las células con vanadato o H,O, no se liber6 betaglicano soluble al medio (Fig. 13A).
lo cual indica que la activacion del corte del ectodominio del betaglicano debe darse por una
modificacion covalente del tipo fosforilacién y/o desfosforilacion de tirosinas. Ademas el
corte del betaglicano tampoco se estimulé con PMA o suero fetal bovino (Fig. 13B), lo cual

confirma los resultados descritos anteriormente (153) y diferencia el corte del betaglicano del
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Figura 12. El corte del ectodominio del betaglicano es estimulado con el pervanadato. Las células
L6E9/ Mycgag™ y las células L6E9/ pCDNA3 se marcaron metabolicamente con metionina-**S por 1 hora,
se incubaron por 2 horas en medio completo y posteriormente se incubaron por 30 min sin (-) o con (+)
100 uM de pervandato (PV) en medio con 0.2% de suero. El medio y los lisados celulares se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo # 822 dirigido contra el ectodominio del betaglicano; el anticuerpo
monoclonal contra el epitope c-myc o bien el anticuerpo # 821 dirigido contra de la region citosélica del
betaglicano. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se analizaron en el
“Phosphorimager”. La localizacion del betaglicano membranal (BGm) o del betaglicano soluble de 90 kDa
(BGs-90) esta indicada con flechas.
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Figura 13. El corte del ectodominio del betaglicano estimulado con el pervanadato es
especifico. Las células L6E9/ Mycgag™ se marcaron por 1 hora con 250 Ci/ml de metionina-*>S, se
incubaron por 2 horas en medio completo y posteriormente se incubaron por 30 min con 100uM de
pervanadato, 100uM de H,0, o 100uM deVO, (A) o bien en ausencia o presencia de 1uM PMA,
10% Suero Fetal Bovino o 100uM de pervanadato (B). El medio se inmunoprecipité con el
anticuerpo # 822. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se analizaron en el

“Phosphorimager™.
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corte de otras proteinas.

2. El corte constitutivo del betaglicano es distinto al corte inducido con pervanadato
en las células L6EY.

En los cultivos celulares muchas proteinas transmembranales son cortadas y
liberadas al medio sin que exista estimulacion celular por agentes externos, a este tipo de
proceso se le llama "shedding" basal o constitutivo (140). En algunos casos el "shedding"
constitutivo es realizado por una metaloproteasa diferente a la que realiza el "shedding"
activado, ocurren en distinto sitio y estan regulados por diferentes vias de sefialamiento.
Para comparar el corte constitutivo con el corte activado con el pervanadato, las células
L6E9/Myc-gag ~ betaglicano se incubaron en medio bajo en suero fetal bovino por 0, 7 y 24
horas. Los medios se inmunoprecipitaron y se analizaron por western blot. En la Figura 14
se observa que el betaglicano soluble es liberado al medio constitutivamente. Este proceso es
lento pues apenas es visible a las 7 horas, pero a las 24 horas se puede apreciar claramente.
De manera interesante, se observa betaglicano soluble de dos tamafios distintos. Uno
presenta el mismo tamario del liberado por las células incubadas con pervanadato, de 90
kDa, y el otro es de mayor tamafio, con un peso aproximado de 120 kDa (Fig. 14). Este
ultimo tiene un tamaifio similar al betaglicano soluble enddgeno que se habia descrito
anteriormente en el medio de células 3T3-L1 (66). Estos resultados muestran que el
betaglicano se corta por dos tipos de mecanismos en las células L6E9. Un mecanismo que se
activa por pervanadato y otro que es constitutivo. El corte constitutivo ocurre en dos sitios,
el corte en uno de los sitios produce una forma de betaglicano soluble de unos 120 kDa (que
llamaremos de aqui en adelante BGs-120) y el corte en otro de los sitios produce el
fragmento BGs-90, que exhibe una movilidad electroforética igual al que se genera con

pervanadato.

3. Diferentes lineas celulares producen betaglicano soluble de distinto tamaiio.

Con el fin de explorar si el pervanadato también estimula el corte en otras células y
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Figura 14. Corte constitutivo y corte estimulado con el pervanadato del ectodominio del
betaglicano en las células L6E9. Las células L6E9/ Myc-gag ~ se incubaron por distintos tiempos
en ausencia (-) o presencia (+) de 100 uM de pervanadato. El medio se inmunoprecipité con el
anticuerpo # 822 dirigido contra el ectodominio del betaglicano. Los inmunoprecipitados se
separaron en geles SDS-PAGE y se analizaron por western blot con el anticuerpo monoclonal

contra el epitope c-myc. La localizacion de Bs-90 y BGs-120 esta indicada con flechas.
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no se trata de una propiedad particular de los mioblastos L6E9, se probd el efecto del
pervanadato en el corte del betaglicano en las células CHO y COS-1. Para ello, las células
CHO y COS-1 se transfectaron de manera transitoria con las construcciones HA-gag ~ o
HAgag ~ -Flag (Fig. 11) y se compar¢ el "shedding" del betaglicano en estas células con el de
las células LOE9/Myc-gag™ después de ser tratadas con pervanadato. El tratamiento con
pervanadato también estimulo el corte del betaglicano en las células CHO y COS-1 (Fig.
15A). Sin embrago, en las células CHO el pervanadato estimulé la liberacion de los dos
fragmentos de betaglicano soluble: el BGs-90 y el BGs-120. En contraste, en las células
COS-1 el pervanadato sélo estimuld la liberacién de fragmento grande BGs-120 (Fig. 15A).
Estos resultados indican que en distintas lineas celulares el pervanadato es capaz de
estimular el corte del betaglicano. Es importante resaltar que en este trabajo no se determin6
el sitio de corte exacto de ambos fragmentos, sin embargo, dado que los dos fragmentos se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo en contra del epitope c-myc ubicado en el amino
terminal, los sitios putativos de corte deben estar localizados en el extreno carboxilo del
ectodominio, ver figura 15B. Por lo tanto, con estos resultados se puede concluir que el
betaglicano puede ser cortado en dos sitios, lo cual genera dos receptores solubles distintos,
uno es el BGs-120, que comprende todo ectodominio del betaglicano y otro es el BGs-90,
fragmento mas pequefio que sélo corresponde a una parte del ectodominio (Fig. 15B).
Dependiendo del repertorio de proteasas de la célula el corte de sélo uno de los fragmentos o

de ambos es estimulado por el pervanadato.

4. El pervanadato también estimula el corte del betaglicano con glicosaminoglicanos.

Para evaluar si el corte del betaglicano con cadenas GAGs también es estimulado con
pervanadato, se analizé el efecto del pervanadato en células CHO transfectadas de manera
estable con la construccion de betaglicano silvestre HABG (Fig. 11). Las células se marcaron
metabolicamente y se incubaron por 30 minutos sin o con pervanadato. El medio se
inmunoprecipité con un anticuerpo contra el ectodominio o contra la region citosolica y se

analizo en geles de SDS-PAGE. La Figura 16 muestra que el pervanadato estimul6 la
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Figure 15. Distintas lineas celulares producen diferentes fragmentos de betaglicano soluble-
A, Las células L6E9/ Myc-gag ~ o células CHO y COS-1 transfectadas de manera transitoria con
la construccion HA-gag ~ -Flag se marcaron metabolicamente por 2 horas, se incubaron 2 horas en
medio completo y posteriormente se incubaron por 30 min en ausencia o presencia de 100 pM
pervanadato. El medio se inmunoprecipité con el anticuerpo contra el ectodominio del
betaglicano, se separd en geles de SDS-PAGE y se visualizo en el “Phosphorlmager”. La
localizacion de BGs-90 y BGs-120 esta indicada. B, Representacion esquematica del tamaifio de
los fragmentos BGs-90 y BGs-120 obtenidos en las distintas lineas celulares y putativos sitios de

corte.
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Figura 16. Los glicosaminoglicanos no interfieren con el corte del ectodominio del betaglicano
estimulado con el pervanadato. Las células CHO/ HABG se marcaron metabolicamente por 1 hora, se
incubaron por 2 horas en medio completo y posteriormente se incubaron por 30 min sin (-) o con (+)
100 uM de pervanadato (PV) en medio con 0.2% de suero. El medio y los lisados celulares se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo # 822 dirigido contra el ectodominio del betaglicano, o bien el
anticuerpo # 821 dirigido contra de la region citosdlica del betaglicano. Los inmunoprecipitados se
separaron en geles SDS-PAGE vy se analizaron en el “Phosphorimager”. La localizacion del betaglicano
con cadenas de glicosaminoglicanos (BG GAG) y del betaglicano como proteina medular (BG pm) esta

indicada.
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liberacion del betaglicano al medio. El betaglicano silvestre se observé en este caso como
barrido por la presencia de las cadenas GAGs, ademas del betaglicano como proteina
medular (BGpm). Estos resultados prueban que la presencia de las cadenas GAGs del

betaglicano silvestre no interfiere con el "shedding" estimulado con pervanadato.

5. El pervanadato estimula el corte del betaglicano en las células que lo expresan
endogenamente.

También se analizé la capacidad del pervanadato de estimular el corte del betaglicano
en células que lo expresan de manera endégena. Se utilizé la linea celular de fibroblastos
embrionarios de rata Rat-1 y la linea de fibroblastos embrionarios de ratén 3T3-L1. Ambas
lineas celulares expresan niveles altos de betaglicano membranal (66). Las células se
incubaron en ausencia o presencia de pervanadato por 60 minutos. Posteriormente el medio
o las células se marcaron por afinidad con '*’I-TGF-B2. El '*I-TGF-B2 se entrecruzé y los
medios o lisados celulares se inmunoprecipitaron con distintos anticuerpos. El tratamiento
con pervanadato indujo la liberacion al medio de betaglicano soluble endégeno en ambas
lineas célulares (Fig. 17). En este caso el betaglicano se observo como un barrido de alto
peso molecular debido a la presencia de las cadenas GAGs. Este resultado confirma que el
betaglicano endogeno también es liberado con el pervanadato, cuando menos en las lineas

celulares 3T3- L1 y Rat-1.

6. El corte del betaglicano inducido con pervanadato no es mediado por TACE.

En un trabajo previo se reporté que el corte del betaglicano no esta afectado en una
linea celular mutante llamada M1 que es defectuosa para el corte de varias otras proteinas
(153). Las células mutantes M1 son células CHO deficientes en el "shedding" de TGF-a y
de varias proteinas como son el B-APP, la L-selectina, la subunidad a del receptor de la
Interleucina 6, el pro-TNF-a y el proHB-EGF (135, 141, 142). Se ha demostrado de manera
reciente que esta linea celular mutante tiene un defecto especifico que previene la activacion

de TACE y no de otras metaloproteasas (116). A manera de determinar si TACE participa
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Figura 17. El pervanadato estimula el corte del betaglicano endogeno. Las células 3T3-L1 o las
células Rat-1 se incubaron sin o con 100 uM de pervanadato por 60 min en medio con 0.2% de suero.
Las células se marcaron por afinidad con 200pM de '>I-TGFB2 y el medio se marcé con 250pM de
IBI-TGFP2. Los lisados celulares y el medio se inmunoprecipitaron con el anticuerpo # 822 contra el
ectodominio del betaglicano. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se
visualizaron en el “Phosphorimager”. La localizacion del betaglicano con cadenas de
glicosaminoglicanos (BG GAG) y del betaglicano como proteina medular (BG pm) esta indicada.
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en el "shedding" del betaglicano inducido con pervanadato, se analizé el efecto del
pervanadato en las mutantes M1 y en células CHO silvestres. Se usaron estas células
transfectadas de manera estable con el betaglicano silvestre que tiene el epitope HA en el
amino terminal (construccion HABG, ver Fig. 11). El pervanadato indujo el corte del
betaglicano tanto en las células CHO/ HABG silvestres como en las células M1/ HABG
(Fig. 18). Estos resultados sugieren que TACE no participa en el corte del betaglicano
activado con pervanadato. Ademas, observamos que el PMA no estimul6 el corte del

betaglicano (Fig. 18), lo cual ya habia sido descrito anteriormente (153).

II. CARACTERIZACION DE LA PROTEASA QUE GENERA AL BGs-90

1. El corte del betaglicano estimulado con pervanadato es realizado por una
metaloproteasa.

La mayor parte de los eventos de "shedding" analizados hasta la fecha son realizados
por metaloproteasas dependientes de zinc (72). Con el fin de determinar el tipo de proteasa
responsable del corte del betaglicano estimulado con el pervanadato en las células
L6E9/Myc-gag™ estudiamos el efecto de distintos tipos de inhibidores de proteasas. Las
células L6E9/Myc-gag™ se marcaron metabolicamente con **S-metionina y se incubaron con
pervanadato por 30 minutos en presencia de los distintos inhibidores de proteasas. Los
inhibidores de proteasas de serina, cisteina o aspartico no bloquearon el corte del betaglicano
inducido con el pervanadato (Fig. 19 y Tabla 5). En contraste, un inhibidor de
metaloproteasas derivado de acido hidroxamico, el BB-94, previno el corte inducido con el
pervanadato (Fig. 19 y Tabla 5). Este patrén de inhibicién indica que una metaloproteasa
dependiente de zinc es necesaria para el corte de BGs-90 inducido con pervanadato. Para
estudiar de manera mas detallada el efecto de BB-94 se hizo una curva dosis respuesta de
este compuesto y de otro inhibidor de metaloproteasas también derivado de écido
hidroxamico, el TAPI-2. Ambos inhibidores bloquearon el corte del betaglicano activado con

pervanadato de manera dosis dependiente (Fig. 20).



M1/ HABG CHO/ HABG

Cel Medio Cel

kDa
BG
GAG 203
BG pm —» -
90
52

% demarca 100 25 58 68 6.1 154 6.8 100

Figura 18. El corte del del betaglicano en las células M1 es estimulado con el pervanadato. Las
células MI/HABG o CHO/ HABG se marcaron metabolicamente por 1 hora, se incubaron por 2
horas en medio completo y posteriormente se incubaron por 30 min en ausencia (-) o presencia de
100 uM de pervandato o 1uM de PMA en medio con 0.2% de suero. El medio o los lisados
celulares se inmunoprecipitaron con el anticuerpo # 822 Los inmunoprecipitados se separaron en
geles SDS-PAGE y se analizaron en el “Phosphorimager”. La localizacion del betaglicano con
cadenas de glicosaminoglicanos (BG GAG) y del betaglicano como proteina medular (BG pm) estd

indicada.
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Figura 19. El corte del betaglicano que genera a BGs-90 en las células L6E9 es realizado por
una metaloproteasa. Las células L6E9/ Mycgag™ se marcaron metabolicamente por 1 hora, se
incubaron por 2 horas en medio completo, y finalmente se incubaron con 100 uM de pervandato
por 30 min en medio con 0.2% de suero en ausencia (-) (carril 1) o presencia de los siguientes
inhibidores de proteasas: BB-94 (carril 2), aprotinina (carril 3), leupeptina (carril 4), pepstatina A
(carril 5) o antipaina (carril 6). Después de la incubacion los medios se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo contra el ectodominio del betaglicano # 822. Los inmunoprecipitados se separaron en

geles SDS-PAGE y se analizaron en el “Phosphorimager™.



Tabla 5. Efecto de los inhibidores de proteasas en el shedding del

betaglicano estimulado con pervanadato en las células L6E9/Mycgag’

Inhibidor Especificidad Concentracion Porcentaje de

inhibicion
BB-94 Metalloproteasas 5uM 92
Aprotinina  Proteasas de serina 2 ng/ml 0
Leupeptina E;;L?izas de'serina 2 ng/ml 12
Pepstatina A ﬁl:;g?t?iz GERES | nug/ml 15
Antipaina I:izl;?izas desetmng ¥ 2 ng/ml 6

Los resultados estan expresados como el porcentaje de inhibicion de

betaglicano liberado al medio en ausencia de inhibidor.
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Figura 20. El corte del betaglicano que genera a BGs-90 en las c¢élulas L6E9 es bloqueado
por inhibidores de metaloproteasas derivados de acido hidroxamico. Las células L6EY/
Myc-gag ~ se marcaron metabolicamente por 1 hora, se incubaron por 2 horas en medio
completo y posteriormente se incubaron con 100 uM de pervandato por 30 min en medio con
0.2% de suero en presencia de las concentraciones indicadas del inhibidor TAPI-2 o BB-94.
Después de la incubacion los medios se inmunoprecipitaron con el antisuero # 822 en contra del
ectodominio del betaglicano. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE, y se

analizaron y cuantificaron en el “Phosphorimager”.
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2. La actividad proteolitica que genera el fragmento BGs-90 es una metaloproteasa
sensible a TIMP-2.

Los hidroxamatos inhiben a todos los miembros de las matrixinas (MMPs) asi como
a los miembros de las adamsilinas (ADAMs o también llamadas metaloproteasas-
desintegrinas) (75). Para determinar con mayor presicion cual es la actividad proteolitica que
genera al BGs-90, se analiz6 el efecto de dos miembros de los inhibidores tisulares de las
metaloproteasas, TIMP-1 y TIMP-2, los cuales son especificos para ciertos miembros de
MMPs o ADAMs (112, 161). Encontramos que bajas concentraciones de TIMP-2
bloquearon el corte de BGs-90, mientras que TIMP-1 no tuvo ningin efecto o un efecto
muy pequeiio (Fig. 21); este resultado indica que una metaloproteasa sensible a TIMP-2 es

necesaria para el corte del betaglicano inducido con pervanadato que genera al BGs-90.

3. La sobreexpresion de MT1- y MT3-MMP induce la produccion de BGs-90 en
diferentes lineas celulares.

La actividad de muchas metaloproteasas-desintegrinas, como TACE, que son
responsables del "shedding" de varias proteinas no es inhibida por TIMP-2 (161), lo cual
sugiere que este tipo de metaloproteasa no debe estar involucrada en la generacion de BGs-
90. Por el contrario, se ha visto que el TIMP-2 inhibe a varios miembros de la subfamilia de
MMPs llamadas MT-MMP (por "membrane type matrix metalloprotease") (110). Hasta la
fecha se han clonado seis miembros de las MT-MMPs (106-111). Para estudiar el posible
papel de alguna MT-MMP en el "shedding" del betaglicano, se analizé el efecto de la
sobreexpresion de las 6 distintas MT-MMPs en la produccion de BGs-90 en las células
L6E9/ Myc-gag™. La expresion de cada una de las metaloproteasas se verifico por western
blot (Fig. 22A). Como se muestra en la Figura 22, la sobrexpresion de MT1- o MT3-MMP
en las células L6E9/Myc-gag™ indujo la produccion del BGs-90 en las células no tratadas con
pervanadato, mientras que MT4, MT5- y MT6- no tuvieron ningiin efecto. Ademas con

MT1- también aumentd significativamente el corte del betaglicano en las células tratadas con
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Figura 21. El corte del betaglicano que genera a BGs-90 en las células L6E9 es bloqueado por
TIMP-2. Las células L6E9/ Myc-gag ~ se marcaron metabolicamente por 1 hora, se incubaron por 2
horas en medio completo y finalmente se incubaron con 100 uM de pervanadato por 30 min en medio
con 0.2% de suero en presencia de las concentraciones indicadas del inhibidor tisular TIMP-1 o
TIMP-2. Después de la incubacion los medios se inmunoprecipitaron con un antisuero en contra del
ectodominio del betaglicano. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE, se
analizaron en el “Phosphorimager” y el betaglicano soluble se cuantifico con el programa de

ImageQuant .
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Figura 22. Efecto de la expresion de distintas MT-MMP en el "shedding'" del betaglicano en las
células L6E9/ Mycgag™. A, Las células L6E9/ Mycgag™ se transfectaron de manera transitoria con el
cDNA que codifica para las distintas MT-MMP o bien con el plasmido vacio (pcDNA3) como control.
48 horas después de la transfeccion las células se marcaron metabolicamente y se incubaron sin o con
pervandato por 30 min. Los medios se inmunoprecipitaron con el anticuerpo contra el ectodominio del
betaglicano. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE, y se analizaron en el
“Phosphorimager”. La expresion de cada MT-MMP se verificd por western blot de los lisados
celulares de células transfectadas con el plasmido control (-) y células transfectadas con las MT-MMPs
indicadas. Los anticuerpos usados fueron: MT]1, anti-c-myc; MT2, anti-MT2; MT3, anti-MT3; MT4,
MTS y MT6 anti-HA. Las puntas de flecha indican las bandas especificas. B, El betaglicano soluble se
cuantificd con el programa de ImageQuant y esta representado como el porcentaje del betaglicano
liberado en las células transfectadas con el plasmido vacio (pcDNA3) en ausencia de pervanadato y es
el promedio + ESM de una determinacion por cuatruplicado. Se calculd la significancia con la prueba

de 1 Student de dos colas de la =0.05 *** P <0.0001; ** P <0.0069; * P <0.041 contra las células

control.
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pervanadato (Fig. 22B). Estos resultados indican que tanto MT1- como MT3-MMPs
podrian ser las responsables de la producciéon de BGs-90 en las células L6E9. Por otro lado,
se observo que la sobreexpresion de MT2-MMP inhibié parcialmente la produccion del
BGs-90, aunque esta disminucion no fue significativa (Fig. 22).

Para confirmar el papel de MT1- y MT3- en el corte del betaglicano, se realizé un
experimento con las células COS-1, las cuales en contraste con las células L6E9 sélo
producen BGs-120 (Fig. 15). Las células COS-1 se cotransfectaron de manera transitoria
con HA-gag™ -FLAG y cada una de las MT-MMP o bien con el plasmido vacio como
control y se analizo la aparicion del fragmento BGs-90 en presencia o ausencia de
pervanadato. Se verifico la expresion de cada una de las MT-MMP por western blot de los
lisados celulares (Fig. 23). De la misma forma que en las células L6E9, la sobreexpresion de
MT4, MT5- y MT6- no tuvo ningan efecto en el corte del betaglicano, mientras que la
sobreexpresion de MT1- y MT3-MMP indujo la produccion de un fragmento de tamaifio
similar al BGs-90 (Fig. 23). Este resultado confirma los datos obtenidos con las células
L6E9 y apuntan a que MT1- y MT3-MMP pudieran ser las responsables de la produccién
del BGs-90. Sin embargo, pareciera que se perdié la regulacion de MT1- y MT3-MMP por
pervanadato en las células COS-1, pues el BGs-90 se liberd tanto en las células tratadas
como no tratadas con pervanadato. Para determinar si con cantidades menores de proteasa
se observaba la regulacién por pervanadato, las células COS-1 se transfectaron con distintas
cantidades del cDNA de ambas proteasas. Con bajas cantidades de cDNA de MT1-MMP
(0.4 pg) o MT3-MMP (0.05 pg) se liber6 al medio tanto el BGs-120 como el BGs-90, pero
solo el BGs-120 conservo la regulacion por pervanadato, pues el BGs-90 se liberd aun sin
pervanadato (Fig. 24). Cuando se utiliz6 mayor cantidad de ambas proteasas, el fragmento
de BGs-120 dejoé de producirse y sélo aparecid el fragmento de BGs-90 en presencia y
ausencia de pervanadato (Fig. 24). Estos datos sugieren que en las células COS-1 no deben
existir los mecanismos que regulan la actividad de las proteasas MT1- o MT3-MMP, las
cuales cortan un fragmento de BGs-90 atn en ausencia de pervanadato y a expensas del

corte de BGs-120. Otra posibilidad es que la sobreexpresion de estas metaloproteasas debe
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Figura 23. Efecto de la expresion de distintas MT-MMP en el corte del betaglicano en las
células COS-1. Las células COS-1 se co-transfectaron transitoriamente con HAgag-Flag y con las
distintas MT-MMP o bien con el plasmido vacio (pcDNA3) como control, 48 horas después de la
transfeccion las células se marcaron metabolicamente por 2 horas, se incubaron por 2 horas en
medio completo y posteriormente se incubaron con o sin 100 uM de pervandato por 30 min en
medio con 0.2% de suero. Los medios se inmunoprecipitaron con el anticuerpo en contra del
ectodominio del betaglicano #822. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se
analizaron en el “Phosphorimager”. La expresion de cada MT-MMP se verifico por western blot de
los lisados celulares de células transfectadas con el plasmido control (-) o células transfectadas con

las MT-MMPs indicadas, de la misma forma que en la figura 22.
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Figura 24. Efecto de la expresiéon de distintas cantidades de MT1-MMP y MT3-MMP en el corte
del betaglicano en las células COS-1. Las células COS-1 se co-transfectaron transitoriamente con la
construccion HAgag- y con las cantidades indicadas de MT1-MMP, MT3-MMP o el plasmido vacio
pcDNA3 como control, 48 horas después de la transfeccion las células se marcaron metabolicamente
por 2 horas, se incubaron por 2 horas en medio completo y posteriormente se incubaron con o sin 100
UM de pervandato por 30 min en medio con 0.2% de suero. Los medios se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo en contra del ectodominio del betaglicano #822. Los inmunoprecipitados se separaron en

geles SDS-PAGE y los geles se analizaron en el “Phosphorimager™.



RESULTADOS 50

sobrepasar los mecanismos regulatorios que normalmente operan con las enzimas
enddgenas. Por otro lado, se observd que la sobreexpresion de MT2-MMP inhibid
totalmente la produccion de BGs-120 (Fig. 23), de la misma forma que ocurri6 en las células

L6E9 con la produccion del BGs-90.

4. La MT1-MMP es responsable del corte del BGs-90 en las células L6E9 y CHO
Para verificar que MT1- y MT3- son las metaloproteasas responsables del corte del
BGs-90 se midieron sus niveles endégenos en las células CHO, COS-1 y L6E9. El RNAm
que codifica para la MT1-MMP se detecto en las células CHO y L6E9, mientras que en las
células COS-1 no se detectd expresion de esta metaloproteasa (Fig. 25A). Este resultado
concuerda con el hecho de que el BGs-90 se genera tanto en las células L6E9 como en las
CHO, pero no en las células COS-1. La expresion de MT1-MMP también se verifico por
western blot de lisados celulares usando el anticuerpo anti-MT1-MMP LEM-2/63 (Fig.
25C). Por otra parte, el RNAm que codifica para la MT3-MMP no se detectd en ninguna
de las tres lineas celulares analizadas (Fig. 25B). En conjunto estos resultados sugieren que
al menos en las células L6E9 y CHO la MT1-MMP es la metaloproteasa responsable de la

generacion del BGs-90.

III. EFECTO DE MT2-MMP SOBRE EL "shedding" DEL BETAGLICANO
1. La MT2-MMP disminuye el "shedding" del betaglicano

Como se describié anteriormente, un resultado sorprendente fue que la
sobreexpresion de la MT2-MMP disminuyé la produccion del fragmento de BGs-90 en las
células L6E9 (Fig. 22) y del fragmento de BGs-120 en las células COS-1 (Fig. 23 y 27A).
Para corroborar este resultado, se determing el efecto de expresar cantidades crecientes de
MT2-MMP en las células CHO transfectadas con HAgag™. De nuevo, se observo que el
"shedding" de ambos fragmentos, BGs-90 y BGs-120, disminuyé con cantidades crecientes
de la MT2-MMP (Fig. 26). Por otro lado, al cotransfectar a las células COS-1 con la MT1-

MMP y el betaglicano, la sobreexpresién de cantidades crecientes de MT2-MMP indujo
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Figura 25. Expresion de MT1-MMP y MT3-MMP. 10 pg de RNA total por carril de células
CHO, L6E9/ Mycgag ~y COS-1 se analizé por Northern blot con sondas de cDNA de MT1-MMP
(A) 0 MT3-MMP (B) marcadas con 3?P-. El RNA de células COS-1 transfectadas de manera
transiente con el ¢cDNA de MycMTI-MMP o MT3-MMP se usé como control positivo. Las
membranas se desnudaron y se rehibridaron con el cDNA para GAPDH. C, Andlisis de la expresion
endogena de la proteina MT1-MMP por western blot de lisados celulares usando el anticuerpo
monoclonal anti-MT1-MMP LEM-2/63. La punta de flecha indica la banda especifica.
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Figura 26. Efecto de la sobreexpresion de MT2-MMP en el "shedding" del betaglicano en
células CHO. Las células CHO se transfectaron con 5 pg de la construccion HAgag™ y con
cantidades crecientes de MT2-MMP. Las células transfectadas se marcaron metabolicamente por 2
horas con Metionina-**S, se incubaron 2 horas en medio completo y posteriormente se incubaron
con o sin 100 uM de pervanadato por 30 min. Los medios se inmunoprecipitaron con el anticuerpo
contra el ectodominio del betaglicano #822. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-
PAGE y se analizaron el el “phosphorimager”. Las bandas se cuantificaron usando el software de

ImageQuant y estan representadas como el porcentaje de "shedding" de betaglicano en células
transfectadas sin MT2-MMP.
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una disminucion tanto en la produccion del BGs-90 como del BGs-120 (Fig. 27B). Estos
resultados muestran que la expresion de la MT2-MMP induce una disminucién en la

produccion de los fragmentos de BGs-90 y/o de BGs-120 en las diferentes lineas celulares.

2. La MT2-MMP disminuye el contenido celular del betaglicano membranal y de la
MT1-MMP

Una posible explicacion al hecho de que la expresion de la MT2-MMP disminuya la
produccion del betaglicano soluble, es que estda afectando la expresion del betaglicano
membranal y/o de las metaloproteasas responsables de la generacion del BGs-120 y del
BGs-90, que en las células L6E9 y CHO seria la MT1-MMP. Para clarificar esto, se
determinaron los niveles de expresion de la MT2-MMP enddgena en las células COS-1,
L6E9 y CHO por northern y western blot. EIl RNAm que codifica para la MT2-MMP no
se detectd por northern blot en ninguna de las tres lineas celulares (dato no mostrado). Por
western blot tampoco detectamos la presencia de la proteina (Fig. 28). Con lo cual se
concluye que esta metaloproteasa no se expresa en estas células. Para estudiar el efecto que
tiene la MT2-MMP sobre los niveles de betaglicano membranal y MTI-MMP, se
cotransfectaron células COS-1 con HAgag ~ junto con Myc¢/MTI1-MMP y cantidades
crecientes de MT2-MMP, y posteriormente sus niveles en lisados celulares se analizaron
mediante western blot. El aumento en la expresion de la MT2-MMP disminuyé el
contenido celular tanto del betaglicano membranal (Fig. 29A) como de la MT1-MMP (Fig.
29B). Este mismo resultado se observo al transfectar las células COS-1 con MT2-MMP y
HAgag = 0 MT2-MMP y Myc/MT1-MMP por separado (Fig. 30). También se analizo el
efecto de la MT2-MMP en las células CHO, pero en este caso se analizaron los niveles de
la MT1-MMP endégena y del betaglicano transfectado. En las células CHO también se
encontrd una disminucion del contenido celular de ambas proteinas (Fig. 31). Es importante
resaltar el efecto de la MT2-MMP sobre la MT1-MMP enddgena, pues esto indicaria que
no se trata de un efecto exclusivo sobre las proteinas transfectadas. Por lo tanto, estos

resultados muestran que la sobreexpresién de MT2-MMP disminuye el contenido celular
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Figura 27. Efecto de la sobreexpresion de MT2-MMP en el "shedding" del betaglicano en
células COS-1. A, las células COS-1 se transfectaron con 5 pug de la construccion HAgag™ y con 7.5
pg del plasmido control o del vector para MT2-MMP. B, Las células COS-1 se cotransfectaron
transitoriamente con 5 pg de la construccion HAgag™, 5 pg de Myc-MTI-MMP y cantidades
crecientes de MT2-MMP. Las células transfectadas se marcaron metabolicamente por 2 horas con
Metionina-*3S, se incubaron 2 horas en medio completo y posteriormente se incubaron con o sin 100
uM de pervanadato por 30 min. Los medios se inmunoprecipitaron con el anticuerpo contra el
ectodominio del betaglicano #822. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se
analizaron en el “phosphorimager”. Las bandas se cuantificaron usando el software de ImageQuant

y estan representadas como el porcentaje de "shedding" del betaglicano en células transfectadas sin
MT2-MMP.



Anti-MT2-MMP

AN
kDa ¥ (0° \,6@0‘3‘0

79—
. 1 min

. i 15 min

® - 60 min

Figura 28. Expresion de MT2-MMP. Analisis de la expresion endégena de la proteina MT2-MMP
por western blot de lisados celulares con el anticuerpo monoclonal anti-MT2. El lisado celular de
células COS-1 transfectadas transientemente con el ¢cDNA para MT2-MMP se usé como control
positivo. El western blot se revel6 usando el reactivo de ECL Plus y exponiendo el film por

distintos tiempos.
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Figura 29, Efecto de la sobreexpresion de MT2-MMP en el contenido celular de MT1-MMP y
betaglicano en las células COS-1. Las células COS-1 se cotransfectaron con Spg del vector para
MycMT1-MMP, 5ug de la construccion HAgag™ y cantidades crecientes del vector para MT2-
MMP. 48 horas después de la transfeccion las células se incubaron por 30 minutos con o sin 100
uM de pervanadato. Los lisados celulares totales fueron analizados por westemn blot con anti-HA
(A), anti-c-myc (B) o anti-MT2. La localizacién del betaglicano (HAgag™ ) o de MycMT1-MMP
estd indicada con flechas. C, Las bandas se cuantificaron y estin representadas graficamente como

el porcentaje del nivel de la proteina observada en las células transfectadas sin MT2-MMP.
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Figura 30. Efecto de la sobreexpresion de MT2-MMP en el contenido celular de MT1-MMP o

betaglicano en las células COS-1. Las cé¢lulas COS-1 se cotransfectaron con 5 pg del vector para

Myc-MTI1-MMP (A) o 5pg de la construccion HAgag™ (B) y cantidades crecientes del vector para

MT2-MMP (A y B). Los lisados celulares totales fueron analizados por western blot con los
anticuerpos anti-c-myc y anti-MT1 LEM-2/63 (A), anti-HA (B) y anti-MT2. La localizaciéon de
MycMT1-MMP vy de betaglicano (HAgag") estd indicada con flechas. C, Las bandas se

cuantificaron y estdn representadas graficamente como el porcentaje del nivel de la proteina

observada en las células transfectadas sin MT2-MMP.
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del betaglicano membranal, lo cual explica la disminucion de la produccién del BGs-90 y/o
BGs-120 en las distintas lineas celulares. Ademas, la MT1-MMP, que es responsable de
generar BGs-90, también es regulada negativamente por la MT2-MMP. El mecanismo
celular por el cual la MT2-MMP disminuye el contenido celular de ambas proteinas no se

explord.

IV. CARACTERIZACION DEL FRAGMENTO de BGs-90

1. El fragmento de BGs-90 une al TGF-$2.

Con el fin de verificar si el BGs-90 une al TGF-p, se realizaron ensayos de marcado
por afinidad. Con este propoésito las células L6E9/Myc-gag™ se incubaron con o sin
pervanadato y posteriormente los medios y las células se marcaron por afinidad con '*I-
TGF-B2. Después del marcado por afinidad los medios y lisados celulares se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo #822, que reconoce el ectodominio del betaglicano, o
con el anticuerpo #821, que reconoce la region citosélica del betaglicano. En los lisados
celulares el betaglicano membranal gag™ aparecié como proteina medular de mas de 120 kDa,
como ha sido descrito anteriormente (51, 53) (Fig. 32). En los medios de células incubadas
con pervanadato e inmunoprecipitadas con el anticuerpo en contra del ectodominio se
observé una banda de 100 kDa, la movilidad electroforética de esta banda corresponde a la
del BGs-90 unido al TGF-B. Este fragmento no esta presente en los medios de células
incubadas sin pervanadato o inmunoprecipitadas con la regién citosélica (Fig. 32). Estos
resultados indican que el fragmento BGs-90 liberado al medio por la estimulacion del
pervanadato es capaz de unir al TGF-B2. Por otra parte, realizamos un marcado por
afinidad del medio de células COS-1 incubadas con pervanadato y determinamos que el
fragmento BGs-120 liberado por estas células también une al TGF-B2 (Fig. 33). Sin

embargo, la union total de TGF-f del BGs-120 parece ser menor que la del BGsr, pues las

bandas se ven de menor intensidad (Fig, 33).
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Figura 31. Efecto de la sobreexpresion de MT2-MMP en el contenido celular de MT1-MMP y
betaglicano en las células CHO. Las células CHO se transfectaron con Spg de la construccion
HAgag™ (A) y cantidades crecientes del vector para MT2-MMP (A y B). Los lisados celulares
totales fueron analizados por western blot con los anticuerpos anti-HA (A), anti-MT1 LEM-2/63 (B)
y anti-MT2. B, Los lisados de células COS-1 transfectadas de manera transiente con el vector vacio
(-) o el cDNA de MycMTI-MMP (MycMT1) se usaron como control negativo y positivo
respectivamente. Con flechas se indica la localizacién del betaglicano (HAgag™) y de MT1-MMP
endogena. C, Las bandas se cuantificaron y estan representadas graficamente como el porcentaje del
nivel de la proteina observada en las células transfectadas sin MT2-MMP.
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Figura 32. El BGs-90 une TGF-B2. Las células L6E9/ Mycgagse incubaron sin o con 100uM
de pervanadato por 30 min en medio con 0.2% de suero. El medio se recuper6 y se marco por
afinidad con 250pM de '*’I-TGFB2. Las células se marcaron por afinidad con 200pM de '*%1-
TGFB2. Los lisados celulares y el medio se inmunoprecipitaron con el anticuerpo en contra del
ectodominio del betaglicano #822 (A), o el anticuerpo en contra del dominio citosodlico del
betaglicano #821 (B). Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE vy se analizaron
en el “Phosphorimager™. La localizacion del betaglicano membranal (BGm) o del betaglicano
soluble de 90 kDa (BGs-90) esta indicada con flechas.
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Figura 33. El BGs-120 une TGF-B2. 10 ng de betaglicano soluble recombinante (BGsr) y 10 ng
de BGs-120 se marcaron por afinidad con 100pM de '*I-TGFP2. La reaccién de marcado se
inmunoprecipité con el anticuerpo en contra del ectodominio del betaglicano #822. Los

inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se visualizaron con el “Phosphorimager™.
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2. El fragmento de BGs-90 une TGF-B1 y TGF-B2 con afinidades relativas similares
al betaglicano membranal.

El betaglicano soluble recombinante que se produce en baculovirus tiene una mayor
afinidad por el TGF-B2, de manera similar al betaglicano membranal(68). Con el fin de
caracterizar las propiedades de union al TGF-B de BGs-90, se realizaron ensayos de
competencia de union del ligando. Para ello, el medio de células L6E9/Myc-gag™ tratadas con
pervanadato que contenia 10 ng de BGs-90 se marcé por afinidad en solucion con una
cantidad constante de 100 pM de '*I-TGF-2 y cantidades crecientes de competidor TGF-
B1 o TGF-PB2 no radiactivo (Fig. 34). Como referencia y para comparar, también se marco
por afinidad betaglicano soluble recombinante (Fig. 35). La cantidad de 'I-TGF-p2
entrecruzado al BGs-90 o al betaglicano soluble recombinante se cuantificé a partir de los
geles desnaturalizantes de poliacrilamida visualizados en el "Phosphorimager" y
cuantificados en el ImageQuant y se grafico el porcentaje de '>I-TGF-B2 unido contra la
concentracion de competidor no radiactivo. El fragmento BGs-90 presenté mayor afinidad
por la isoforma TGF-B2 que por la TGF-B1 (Fig. 34B) de manera similar al betaglicano
soluble recombinante (Fig. 35B) y al betaglicano membranal (53, 68). Es importante hacer
notar que la unién total de TGF-$ por el BGs-90 fue menor que la del betaglicano soluble
recombinante, puesto que fue necesario exponer los geles 4 veces mas para obtener la misma

intensidad (Fig. 34 y 35).

V. CARACTERIZACION PRELIMINAR DEL CORTE DEL BETAGLICANO EN LAS
CELULAS COS-7

1. La actividad proteolitica que genera al betaglicano soluble en células COS-7 es
una metaloproteasa que no es sensible a TIMP-1 ni a TIMP-2.

En las células COS-7 el pervanadato estimula la produccion de un betaglicano soluble
que tiene una movilidad electroforética similar a la del BGs-120, que podria ser el mismo que

se libera en las células COS-1 Y CHO. Los resultados presentados a continuacion son la
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Figura 34. Ensayo de competencia de union del TGF-B2 al BGs-90. A, El medio de células

L6EY9/ Mycgag™ tratadas con 100uM de pervanadato con 10ng de BGs-90 se marco por afinidad
con 100pM de '"PI-TGFP2 en presencia de las concentraciones indicadas de competidor no

radiactivo TGF-f1 o TGF-p2. La reacciéon de marcado se inmunoprecipité con el anticuerpo
monoclonal anti-c-myc. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se
visualizaron con el “Phosphorimager”. B, los geles se cuantificaron con el programa de
ImageQuant y se graficaron como el porcentaje de '*I-TGF-B2 unido contra la concentracion de

competidor no radiactivo. La localizacion del betaglicano soluble de 90 kDa (BGs-90) esta
indicada. Debido a que la unién total del TGF-p fue menor para el BGs-90 que para el

betaglicano soluble recombinante, los geles de BGs-90 (esta figura) se expusieron 4 veces mas

que los geles del betaglicano soluble recombinante (Figura 35).
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caracterizacion preliminar de la actividad proteolitica que generan este fragmento.

Las células COS-7 se transfectaron transitoriamente con la construccion HA-gag™, se
marcaron metabolicamente y se incubaron con pervanadato en presencia o ausencia de
distintos inhibidores de metaloproteasas. El "shedding" del betaglicano activado con
pervanadato en las células COS-7 fue bloqueado por el inhibidor de metaloproteasas
derivado de acido hidroxamico BB-94 y por el inhibidor de metaloproteasas derivado de
sulfhidrilo, BMS-275291. Sin embargo, el corte no fue bloqueado por el inhibidor tisular
TIMP-1 ni por TIMP-2 (Fig. 36). Este resultado indica que el corte es realizado por una
metaloproteasa, pues es inhibido por BB-94 y por BMS-275291. La falta de inhibiciéon por
TIMP-2 demuestra que la metaloproteasa que corta al betaglicano en estas células no es la
misma que corta a BGs-90 en las células L6E9 y CHO, puesto que ésta es inhibida por
TIMP-2. Ademas este resultado indica que una metaloproteasa que no es sensible a TIMP-
1 ni a TIMP-2 es necesaria para el corte del betaglicano inducido con pervanadato en las

células COS-7.

2. La sobreexpresion de distintas ADAM induce la produccién de un nuevo
betaglicano soluble en las células COS-7

De las ADAM que se han caracterizado hasta ahora, ADAM-8, ADAM-9,
ADAM-12 y ADAM-19 no son inhibidas ni por TIMP-1 ni por TIMP-2 (Ver Tabla 2)
(161). La falta de inhibicion por estas dos TIMPs del corte del betaglicano en las células
COS-7, apunta a que posiblemente alguna de estas ADAM podria ser la responsable de este
corte. Para evaluar el papel que pudiera tener ADAM-9, las células COS-7 se
cotransfectaron con HA-gag™ y con ADAM-9. También se cotransfectaron las células con
ADAM-10 y con un miembro de las metaloproteasas con motivos de trombospondina
llamada ADAMTS-1. Las células se marcaron metabolicamente y se incubaron por 30
minutos en ausencia o presencia de pervanadato. En el medio de las células incubadas con
pervanadato y que sobreexpresan tanto ADAM-9 como ADAM-10 se observé un

fragmento nuevo de betaglicano soluble con movilidad electroforética un poco menor al que
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Figura 35. Ensayo de competencia de unién del TGF-B2 al betaglicano soluble
recombinante. A, 10 ng de betaglicano soluble recombinante se marcaron por afinidad con
100pM de '»I-TGFB2 en presencia de las concentraciones indicadas de competidor no
radiactivo TGF-B1 o TGF-p2. La reaccion de marcado se inmunoprecipitd con el anticuerpo
monoclonal anti-c-myc. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se
visualizaron con el “Phosphorimager”. B, los geles se cuantificaron con el programa de
ImageQuant y se graficaron como el porcentaje de '*’I-TGF-B2 unido contra la concentraciéon de
competidor no radiactivo. La localizacion del betaglicano soluble recombinante (BGsr) esta

indicada.
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Figura 36. El corte del betaglicano en las células COS-7 no es sensible TIMP-1 ni a TIMP-2. Las
células COS-7 se transfectaron transitoriamente con la construccion HAgag™. 48 horas después de la
transfeccion las células se marcaron metabolicamente por 2 horas y se incubaron por 2 horas en medio
completo. Las células marcadas se incubaron con o sin 100 uM de pervandato por 30 min en ausencia o
presencia de 100 pM BMS, 5uM BB-94, Spg/ml de TIMP-1 o TIMP-2 como indicado. Los medios de
las células se inmunoprecipitaron con un anticuerpo en contra del epitope HA. Los inmunoprecipitados
se separaron en geles SDS-PAGE, se analizaron en el “Phosphorimager” y se cuantificaron en el
ImageQuant. El porcentaje de inhibicion corresponde a la inhibicion de la liberacion del betaglicano al

medio en ausencia de inhibidor.
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se observo en las células transfectadas con el plasmido control pcDNA3 (comparar * y **
en la Fig. 37). Este resultado sugiere que tanto ADAM-9 como ADAM-10 podrian cortar al
betaglicano al ser activadas con pervanadato, lo cual resulta en un betaglicano soluble nuevo.

También se evaluo si alguna de estas 3 metaloproteasas ADAM-9, ADAM-10 o
ADAMTS-1 estan involucradas en el corte constitutivo del betaglicano. Para ello, las células
COS-7 cotransfectadas con HA-gag™ y con las distintas metaloproteasas, se marcaron
metabolicamente y se incubaron por distintas horas en medio sin suero. Ninguna de las tres
metaloproteasas sobreexpresadas esta involucrada en el corte constitutivo, puesto que el
medio de las células que sobreexpresan a éstas se observo igual que el medio de las células

que estan transfectadas con el plasmido control pcDNA3 (Fig. 38).
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Figura 37. Efecto de la expresion de distintas ADAM en el "shedding" del betaglicano en las
células COS-7. Las células COS-7 se co-transfectaron con la construccion HAgag™ y con ADAM 9,
ADAM 10, ADAMTS-1 (ATS-1) o el plasmido vacio pcDNA3 como control, 48 horas después de la
transfeccion las células se marcaron metabolicamente y se incubaron incubaron sin o con 100 uM de
pervandato por 30 min en medio con 0.2% de suero. Después de la incubacion los medios se
inmunoprecipitaron con un anticuerpo en contra del epitope HA. Los inmunoprecipitados se separaron

en geles SDS-PAGE y se analizaron en el “Phosphorimager™.
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Figura 38. Efecto de la expresion de distintas ADAM en el corte constitutivo del betaglicano en
las células COS-7. Las células COS-7 se co-transfectaron con la construccion HAgag™ y con
ADAMTS-1 (ATS-1), ADAM 9 (A9), ADAM 10 (A10) o el plasmido vacio pcDNA3 como control,
48 horas después de la transfeccion las células se marcaron metabolicamente por 2 horas, se incubaron
por 2 horas en medio completo y posteriormente se incubaron por distintas horas en medio sin suero.
Después de la incubacion los medios se inmunoprecipitaron con un anticuerpo en contra del epitope
HA. Los inmunoprecipitados se separaron en geles SDS-PAGE y se analizaron en el

“Phosphorimager™.
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DISCUSION

El corte del betaglicano es un proceso regulado

Los resultados presentados en este estudio demuestran que el betaglicano soluble
puede ser generado por un corte proteolitico de la regién extracelular del betaglicano
membranal. Sin embargo, este corte es regulado de una manera distinta al corte de la mayor
parte de las proteinas transmembranales estudiadas hasta ahora. En contraste con la mayoria
de las proteinas transmembranales el corte del ectodominio del betaglicano no es estimulado
con el PMA (153), sino que es activado con el pervanadato, un potente inhibidor general de
fosfatasas de tirosina. Lo anterior indica que la actividad proteolitica responsable del corte
del betaglicano esta regulada por la fosforilacion en tirosina de algin componente no
identificado. En reportes recientes se ha descrito que el corte de otras proteinas
transmembranales también puede ser activado por el pervanadato. Estas proteinas incluyen
los receptores HER2 y HER4, que pertenecen a la familia de receptores a EGF (129, 159),
la pro-anfiregulina (159), que es un precursor de un factor de crecimiento, el proteoglicano
sindecan-1 (136), el precursor del péptido B-amiloide (BAPP) (139) y TRANCE en las
células CHO y fibroblastos (114). Sin embargo, el corte de la mayoria de estas proteinas
también puede ser activado con el PMA. El corte del betaglicano es el tercer caso descrito de
una proteina cuyo corte s6lo es activado con el pervanadato. Los otros dos casos descritos

son el receptor HER 2 (129) y TRANCE (114).

Diferentes lineas celulares liberan al medio betaglicano soluble de distinto tamaiio
El betaglicano soluble que se habia descrito previamente en medios de cultivo
celulares corresponde al betaglicano soluble liberado de manera constitutiva por las células
3T3-L1 (66). Debido a que este betaglicano endbgeno posee cadenas de glicosaminoglicanos,
para poder determinar la masa molecular de la proteina medular tuvieron que digerir estas
cadenas con condroitinasa y heparitinasa, y encontraron que tenia entre 100 a 120 kDa (66).

En el presente estudio, se utilizé6 una version de betaglicano que no tiene cadenas de
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glicosaminoglicanos, con lo cual se pudo analizar la proteina medular directamente sin tener
que digerirlas. Asi, se encontr6 que con el tratamiento del pervanadato se estimula la
liberacion de un betaglicano soluble similar al descrito con anterioridad de ~ 120 kDa y que
comprende el dominio extracelular completo del betaglicano (BGs-120). Pero ademads, el
tratamiento con el pervanadato estimula la produccion de un fragmento de betaglicano
soluble nuevo de ~ 90 kDa (BGs-90), que corresponde a solo parte del ectodominio, y que
no habia sido descrito con anterioridad. Ademas, se determind que el pervanadato activa la
produccion de estos dos betaglicanos solubles de manera distinta dependiendo de la linea
celular. Los mioblastos de rata L6E9 liberan el fragmento BGs-90, mientras que las células
COS-1 producen el fragmento BGs-120 y las células CHO producen ambos fragmentos
(Fig. 15 y 39). La produccion de ambos fragmentos es inhibida por el inhibidor de
metaloproteasas de amplio espectro BB-94, lo que sugiere que el betaglicano es sustrato de
dos 0 mas metaloproteasas dependientes de zinc. Ademas en los mioblastos L6E9 el corte
constitutivo del betaglicano también ocurre en estos dos sitios y se generan tanto BGs-120

como BGs-90 (Fig. 14 y Fig. 39).

El BGs-90 es producido por la MT1-MMP

El efecto de los inhibidores tisulares TIMPs se ha usado previamente para
caracterizar la identidad de una metaloproteasa involucrada en cierto evento de "shedding".
Por ejemplo, la metaloproteasa TACE es inhibida por TIMP-3, pero no por TIMP-2 o
TIMP-1(119), mientras que la mayoria de las MT-MMPs son inhibidas por TIMP-2, pero
no por TIMP-1 o TIMP-3 (106-110, 162). En este trabajo se encontrd que la actividad
proteolitica activada con el pervanadato y que resulta en la produccion del fragmento de
BGs-90 en las células L6E9 es inhibida por TIMP-2, pero no por TIMP-1. Este resultado
apunta a que TACE no esta involucrada en el corte del betaglicano estimulado con el
pervanadato y argumenta en favor de miembros de la subfamilia de metaloproteasas MT-
MMP. Otro resultado que confirma que TACE no esta involucrada en este corte, es que el

pervanadato activa el corte del betaglicano en las células mutantes M1, las cuales tienen



L6E9 COS-1 CHO

sBG-120 sBG-00 sBG-120 sBG-120 sBG-00

BG BG BG

'\ /':"" ’7\ -;\ ér'm

? ; e

2

s 4
o
PV T2 PV MT2 PV

Figura 39. Representacion esquematica de las proteasas involucradas en el "shedding" del
ectodominio del betaglicano identificadas en este trabajo. El betaglicano anclado a la
membrana (BG) puede ser sustrato de diferentes metaloproteasas que cortan su ectodominio y
liberan distintas formas de receptor soluble (BGs-90 y BGs-120). Las células L6E9 liberan de
manera constitutiva BGs-90 y BGs-120, con la estimulacién del pervanadato (PV) incrementan la
liberacion del BGs-90 por estimulacion de su MT1-MMP endogena (MT1). En las células COS-1,
que carecen de MT1- y MT3-MMP, el pervanadato estimula a una metaloproteasa desconocida (7)
que aumenta el "shedding" del BGs-120. En las células CHO, el pervanadato aumenta el
"shedding" tanto de BGs-90 como de BGs-120 por estimulacién de la MT1-MMP endégena y de
una metaloproteasa desconocida, respectivamente. Por un mecanismo desconocido, la expresion
ectopica de MT2-MMP (MT2) hace que disminuya el betaglicano y la MT1-MMP en las células
COS-1 y CHO.
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mutado un componente especifico que previene la activacion de TACE y no de otras
metaloproteasas (116). Ademds la mayor parte de los cortes de proteinas activados con el
PMA son realizados por TACE (163) y en este estudio hemos demostrado que el corte del
betaglicano no es activado con el PMA.

Hasta la fecha se han descrito seis miembros de la subfamilia de MT-MMP (106-
111). De entre los seis miembros de MT-MMPs, solamente MT4-MMP no es inhibida por
TIMP-2 (110) y MT6-MMP es inhibida tanto TIMP-2 como por TIMP-1 (162), lo cual
descarta a MT4- y a MT6- MMP como las proteasas que generan al BGs-90. De acuerdo
con esto, observamos que la sobreexpresion de MT4- o MT6-MMPs en las células L6E9
no aumento la produccién de BGs-90. Por otra parte, la sobreexpresion de MT1-MMP y
MT3-MMP en las células L6E9 aument6 de manera significativa la produccion basal de
BGs-90, y MT1-MMP incrementé significativamente la liberacion de BGs-90 estimulada
con el pervanadato. Este resultado indica que las metaloproteasas MT1 y MT3-MMP,
participan en el "shedding" del betaglicano. El experimento realizado con las células COS-1,
donde sobreexpresamos a las seis MT-MMP, confirman esta conclusion. Mientras que las
células COS-1 parentales producen solamente el fragmento BGs-120, al transfectar con
MTI1-y MT3-MMP se dej6 de producir este fragmento y se produjo el fragmento BGs-90.
La transfeccion con las demas MT-MMP no tuvo ningtn efecto. Asi, estos datos nos
permiten concluir que la proteasa estimulada con el pervanadato que lleva a la produccion de
BGs-90 es probablemente una MT-MMP, especificamente MT1-y/o MT3-MMP. El
analisis por Norther Blot de la expression de MT1-MMP y MT3-MMP revel6 que las
células L6E9 y CHO, que generan al BGs-90, expresan a la MT1-MMP, pero no a la MT3-
MMP. Por lo tanto en las células L6E9 y CHO la responsable de generar al BGs90 es la
MTI1-MMP (Fig. 39). Sin embargo, los experimentos de transfeccion indican que en
aquellas lineas celulares donde se coexpresen el betaglicano y la MT3-MMP también se
podria generar el BGs-90. Las células COS-1 no expresan a la MT1- ni a la MT3-MMP, lo
cual confirma que estas MT-MMPs estan involucradas en la produccién de BGs-90, puesto

que estas células generan al BGs-120 y sélo adquieren la habilidad de producir al BGs-90 al
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ser transfectadas con la MT1- o la MT3-MMP (Fig. 23).

Ademas de su papel en la remodelacion de la matriz extracelular, la MT1-MMP esta
involucrada en el "shedding" de varias proteinas de membrana. Por ejemplo, la
sobreexpresion de MT1-MMP en células de la glioma o de fibrosarcoma lleva al "shedding"
de la trasglutaminasa tisular (164). La molécula de adhesion CD44 es cortada de la superficie
celular directamente por MT1-MMP y MT3-MMP (115). Es decir, pareciera que la MT1-
y la MT3-MMP tienen sustratos similares. Al igual que en este trabajo, ellos demostraron
que la sobreexpresion de los otros miembros de las MT-MMP no tuvo ningin efecto. De
manera interesante, una de las proteasas que cortan a TRANCE es muy similar a la que
produce a BGs-90: es activada por pervanadato, pero no por PMA, es inhibida por TIMP-
2 y no por TIMP-1, y al igual que para el betaglicano, se ha propuesto a MT1-MMP

como la metaloproteasa responsable del corte de TRANCE (114).

La MT2-MMP disminuye los niveles de betaglicano y de MT1-MMP

Una observacion sorprendente de este trabajo es el efecto de la MT2-MMP sobre el
betaglicano y la MT1-MMP. Los estudios muestran que la MT2-MMP disminuye de
manera dosis dependiente el contenido celular del betaglicano y de la MT1-MMP, esta
ultima tanto cotransfectada como enddgena. La disminucién del betaglicano membranal por
la MT2-MMP tiene como efecto indirecto una disminucién de betaglicano soluble en el
medio (Fig. 26 y 27). Ademas de ser relevante para el "shedding" del betaglicano, el efecto
de MT2-MMP sobre la MTI1-MMP tiene implicaciones importantes, puesto que a la
MTI1-MMP se le ha asociado con invasion, morfogénesis y potencia metastasica de células
epiteliales (165, 166). El mecanismo por el cual la MT2-MMP regula a la MT1-MMP vy al

betaglicano no se explor6 en este trabajo y queda por ser determinado experimentalmente.

El BGs-90 une TGF-B2 con una afinidad relativa similar al betaglicano membranal y

al betaglicano soluble recombinante

El ectodominio del betaglicano tiene dos regiones de unioén para el TGF-$ (51, 53,
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54, 68). Una de las regiones esta en la mitad amino-terminal (relacionada a endoglina o region
E) y la otra en la mitad carboxilo terminal (relacionada a uromodulina o region U) (Fig. 5). El
dominio de unién a inhibina reside en la region U (53). Considerando el tamafio aparente de
BGs-90 y BGs-120, pensamos que ambos fragmentos solubles debian unir al TGF-§,
puesto que retienen al menos una de las regiones de unién al ligando completa (Fig. 15B).
Los resultados de los ensayos de marcado por afinidad confirmaron esta idea, puesto que
tanto el BGs-90 como el BGs-120 unieron al TGF-B2 (Fig. 32 y 33). Sin embargo, es
importante resaltar que la unién total al TGF-f fue menor para ambos fragmentos que para
el betaglicano soluble recombinante (Fig. 34 y 35). Una posible explicacion es que el
marcado por afinidad del betaglicano soluble recombinante se realiza con la proteina
purificada, mientras que los fragmentos no se purifican y otras proteinas presentes en el
medio podrian estar interfiriendo con la unién. A pesar de que la union total fue menor, la
afinidad relativa del BGs-90 por las distintas isoformas del TGF-p fue comparable a la del
receptor membranal, pues unié mejor al TGF-p2 que al TGF—f1 (Fig. 34 y 35), lo cual era
de esperarse puesto que el BGs-90 comprende toda la region E del ectodominio del
betaglicano, la cual se ha demostrado previamente que tiene una preferencia por las
isoformas del TGF-p similar a las del receptor completo (53).

El hecho de que BGs-90 y BGs-120 unan al TGF-f sugiere que podrian tener alguna
funcion fisiologica. La funcion del receptor soluble puede ser distinta a la funcion del
receptor anclado a la membrana. Algunas de las funciones de los receptores solubles incluye
el secuestrar al ligando, aumentar la vida media del ligando o bien servir de reservorio (72).
Sin embargo, pensamos que la funciéon mas probable de estos fragmentos sea la de inhibir al
TGF-p de la misma forma que lo hace el betaglicano soluble recombinante (68). La mejor
manera de determinarlo experimentalmente serd conocer el sitio exacto de corte de ambos

fragmentos, producirlos de manera recombinante, purificarlos y probar su efecto inhibitorio.

BGs-120 es producido por una metaloproteasa distinta a la que genera a BGs-90

En lo que se refiere a la caracterizacion del corte de BGs-120 en las células COS-1 es
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muy poco lo que se puede concluir hasta el momento. Lo tinico que podemos decir es que la
proteasa que genera a BGs-120 es distinta a la que corta al BGs-90, puesto que las células
COS-1 no expresan a la metaloproteasa que genera a BGs-90, especificamente la MT1-
MMP, ademas cuando las células se transfectan con MT1- o MT3-MMP el corte que
produce BGs-120 desaparece y sélo se genara a BGs-90.

En cuanto al corte del betaglicano en las células COS-7 el pervanadato activa la
liberacion de un betaglicano soluble que parece corresponder al BGs120 o que por lo menos
también comprende todo el ectodominio del betaglicano. Este corte no fue inhibido ni por
TIMP-1 ni por TIMP-2, pero si fue bloqueado por los inhibidores de metaloproteasas BB-
94 y BMS-275291 (Fig. 36). La falta de inhibicién por TIMP-1 y -2 indica que ninguno de
los miembros de las MMP o MT-MMP es la metaloproteasa que produce a este
betaglicano soluble, puesto que todos son inhibidos por alguno o ambos TIMPs. De los
miembros de metaloproteasa-disintegrina que se han caracterizado hasta ahora, ADAM-8,
ADAM-9, ADAM-12 y ADAM-19 no son inhibidos ni por TIMP-1 ni por TIMP-2
(161). La falta de inhibicion por TIMP-1 y TIMP-2 apuntan a que posiblemente alguna de
estas ADAM podria ser la responsable de este corte. Por otra parte, el inhibidor BMS-
275291 bloquea a las metaloproteasas solubles de la matriz MMP-1, -2, -7 y -9, mientras
que no bloquea el "shedding" de varias proteinas cuyo corte es realizado por TACE (124).
La inhibicion por BMS-275291 sugeriria que alguna de las MMP a las que bloquea podria
estar involucrada, sin embargo una vez mas la falta de inhibiciéon por TIMP-1 descarta esta
posibilidad, puesto que todas las MMP son inhibidas por TIMP-1 y -2 (112). Debido a que
TACE no es inhibida por el BMS-275291, la inhibicion del corte por este compuesto
sugiere que TACE no estd involucrada, sin embargo atin no se ha estudiado si el BMS-
275291 inhibe a otros miembros de las ADAM.

La falta de inhibicién del corte del betaglicano por TIMP-1 o TIMP-2 en las células
COS-7 nos llevé a evaluar el papel que pudiera tener alguna de las ADAM que no son
inhibidas por estos TIMPs. De éstas, solo pudimos sobreexpresar a la ADAM-9 y los

resultados presentados son atin preliminares. Estos datos sugieren que tanto ADAM-9
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como ADAM-10 son capaces de cortar al betaglicano, con lo cual se genera un betaglicano
soluble nuevo que también comprende todo el ectodominio.

El hecho de que el betaglicano sea cortado por al menos dos proteasas diferentes no
es inesperado. Varios reportes han demostrado la posibilidad de que diferentes actividades
proteoliticas corten el mismo sustrato. Por ejemplo, la proteina TRANCE puede ser cortada
por dos diferentes metaloproteasas: la metaloproteasa MT1-MMP en los fibroblastos y las
células CHO, y otra metaloproteasa no identificada en células COS-7 (114). La
metaloproteasa en los fibroblastos y células CHO es estimulada por pervanadato, pero no
por PMA y es inhibida por TIMP-2 pero no por TIMP-1, mientras que la metaloproteasa
en las células COS-7 es refractaria al pervanadato y no es inhibida por TIMP-1 o -2 (114).
Otro ejemplo es el del pro-TNF-a, el cual es cortado por diferentes proteasas en distintas
células y condiciones. Se sabe que TACE es la principal proteasa que corta al pro-TNF-a
en muchos tipos celulares (82, 86, 142), pero la MMP-7 o matrilisina (101), la ADAM 10
(167) y la MT4-MMP (110) también pueden cortar al pro-TNF-c. Por otra parte, se ha
demostrado de manera reciente que el pro-TGF-a puede ser cortado por TACE y por una

metaloproteasa distinta ain no identificada (91).
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CONCLUSIONES

* El corte del ectodominio del betaglicano es un proceso regulado que puede ser

estimulado con pervanadato en varias lineas celulares.

* El ectodominio del betaglicano puede ser cortado en distintos sitios y generar
betaglicano soluble de distintos tamarfios dependiendo el tipo celular. Con la
activacion del pervanadato los mioblastos L6E9 generan un betaglicano de 90
kDa (BGs-90), las células COS un betaglicano de 120 kDa (BGs-120) y las

células CHO generan ambos fragmentos.

* El corte que genera al BGs-90 es realizado por las metaloproteasas MT1 -

MMP y/o MT3-MMP.

* El corte activado con pervanadato que genera al BGs-90 en los mioblastos

L6E9 y en las células CHO es realizado por la metaloprotesa MT1-MMP.

* El corte del betaglicano activado con pervanadato que genera al BGs-120 en las
células COS es realizado por una metaloproteasa distinta a la que genera al

BGs-90, pero queda por ser identificada.

* EI BGs-90 tiene una afinidad relativa por las isoformas del TGF-p1 y TGF-p2
similar al betaglicano soluble recombinante y al betaglicano membranal, siendo

ésta TGF-f2 > TGF-f1.

* La capacidad del BGs-90 de unir TGF-f sugiere que podria tener alguna
funcion fisiolégica, siendo la mas probable el bloquear el acceso del TGF-B a

los receptores de sefialamiento y con eso modular las acciones de este factor.
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PERSPECTIVAS

Se caracterizara a la proteasa que genera al BGs-120 con una aproximacion similar
a la que se utiliz6 para caracterizar a la proteasa que genera al BGs-90. Asi mismo, se

caracterizaran mas a fondo ambos cortes, entre los objetivos generales a alcanzar estan:

* Determinar si las proteasas que se identificaron como las responsables de
generar al BGs-90 y al BGs-120 son capaces de cortar al betaglicano en un
ensayo in vitro.

* Determinar los sitios exactos de corte.

* Conociendo el sitio de corte expresar las proteinas solubles BGs-90 y BGs-
120 de manera recombinante y caracterizar su capacidad para bloquear la unién
del TGF-f a sus receptores de sefialamiento.

* Determinar las condiciones fisiolgicas en las que hay un aumento de uno o
ambos cortes.

* Caracterizar los estimulos fisiolégicos que activa los cortes.
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Betaglycan is a membrane-anchored proteoglycan
that binds transforming growth factor-g (TGF-p) via its
core protein. A soluble form of betaglycan can be re-
leased by proteolytic cleavage (also known as shedding)
of the membrane-bound form, yielding soluble betagly-
can. The mechanism leading to the generation of soluble
betaglycan is poorly understood. Because the mem-
brane and soluble forms of betaglycan have opposite
effects regulating the availability of TGF-8, it is impor-
tant to characterize the shedding of betaglycan further.
Here we present evidence showing that in certain cell
types, pervanadate, a general tyrosine phosphatase in-
hibitor, induces the release of the previously described
fragment that encompasses almost the entire extracel-
lular domain of betaglycan (sBG-120). In addition, treat-
ment with pervanadate unveils the existence of a novel
90-kDa fragment (sBG-90). Noticeably, the cleavage that
generates sBG-90 is mediated by a tissue inhibitor of
metalloprotease-2-sensitive protease. Overexpression of
all membrane type matrix metalloproteases (MT-MMPs)
described to date indicates that MT1-MMP and MTS3-
MMP are endowed with ability to generate sBG-90. Fur-
thermore, the patterns of expression of different MT-
MMPs in the cell lines used in this study suggest that
MTI1-MMP is the protease involved in the shedding of
sBG-90. Overexpression of MT1-MMP in COS-1 cells,
which do not express detectable levels of this metallo-
protease, confirms the feasibility of this hypothesis. Un-
expectedly, during the course of these experiments, we
observed that MT2-MMP decreases the levels of MT1-
MMP and betaglycan. Finally, binding competition ex-
periments indicate that, similar to the wild type mem-
brane betaglycan, sBG-90 binds the TGF-32 isoform with
greater affinity than TGF-#1, suggesting that once re-
leased, it could affect the cellular availability of TGF-g.
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Transforming growth factor-g (TGF-g)! is the prototype of a
superfamily of growth factors involved in the control of cell
proliferation, differentiation, development, and extracellular
matrix production (1, 2). TGF-§ controls many physiological
processes, and disturbances in its regulation or signaling can
lead to disease (3, 4). TGF-j signals into the cell through two
cell surface serine/threonine kinase receptors, the TGF-g type
I and type II receptors. Signaling is initiated when TGF-B
promotes the association of type I and type II receptors. Recep-
tor I is then phosphorylated and activated by the constitutively
active kinase of receptor II. The activated receptor I kinase
then phosphorylates certain members of the Smads, a novel
family of transcriptional regulatory proteins which transduce
the TGF-g signal to the nucleus (5, 6).

TGF-B has two coreceptors, betaglycan and endoglin, which
regulate TGF-B access to its signaling receptors. Betaglycan
and endoglin are transmembrane glycoproteins with large ex-
tracellular regions that bind TGF-g and very similar cytoplas-
mic regions without any identifiable signaling motif (7-9). Be-
taglycan, also known as type III receptor, is a membrane
proteoglycan whose glycosaminoglycan chains consist of hepa-
ran and chondroitin sulfate. In general, membrane betaglycan
is considered a positive regulator of TGF-8 because it increases
the affinity of the binding of TGF-B to receptor II, enhancing
cell responsiveness to TGF-p (10, 11). This effect is particularly
significant for TGF-B2, the isoform for which betaglycan has
higher affinity, and appears to be mediated by a “presentation
complex” formed by betaglycan, TGF-g and the type Il receptor
(10). Betaglycan also regulates the actions of activins, inhibins,
and BMPs, other members of the TGF-B superfamily. Specifi-
cally, upon binding of inhibin A, betaglycan can associate with
the type II receptors for activin or BMP. Because of their
presence in such nonsignaling complexes, the availability of
these type II receptors is reduced, becoming limited to associ-
ating with their corresponding type I receptors and thereby
preventing activin or BMP actions (12, 18). Thus, betaglycan
can establish diverse ligand-dependent interactions with type
II receptors for at least three members of the TGF-f superfam-
ily. On the one hand, the complex formed with TGF-8 and its
type II receptor enhances TGF-B actions. Importantly, this

! The abbreviations used are: TGF-g, transforming growth factor-g;
ADAM, a disintegrin and metalloprotease; BB-94, batimastat; CHO,
Chinese hamster ovary; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle's medium;
gag, glycosaminoglycan; HA, hemagglutinin; MT-MMP, membrane type
matrix metalloprotease; PBS, phosphate-buffered saline; PMA, phorbol
12-myristate 13-acetate; sBG, soluble betaglycan; TACE, tumor necro-
sis factor-a-converting enzyme; TAPI-2, N-(DL-(2-9(hydroxyaminocar-
bonyl)methyl)-4-methypentanoyl)-L-3-terbutyl-L-alanine, 2-aminoeth-
ylamide; TIMP, tissue inhibitor of metalloproteases; TNF, tumor
necrosis factor-a; TRANCE, TNF-related activation-induced cytokine;
BMP, bone morphogenetic protein.
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latter function explains key features of the betaglycan-null
mice phenotype (14). On the other hand, those formed with
inhibin A and the corresponding type 1I receptors antagonize
the effects of activin or BMP. As a matter of fact, up to date,
betaglycan stands as the only identified inhibin A receptor
capable of mediating its characteristic activin antagonism (15,
16). Although the glycosaminoglycan chains are not required
for all of these functions (10, 17), they may modulate them. It
has been reported that in some cell lines the nature of the
glycosaminoglycan attached to membrane betaglycan core pro-
tein may sterically prevent its association with the TGF-f type
II receptor, turning it into an inhibitor of TGF-g (18). Beta-
glycan is also required for the epithelial-mesenchymal transi-
tion of cardiac endothelial cells which leads to heart valve
formation. For this reason, in addition of being a TGF-§ core-
ceptor, a more direct function of betaglycan in TGF-B signaling
has been proposed (19).

A natural soluble form of betaglycan can be found in serum,
extracellular matrices, and the conditioned medium of several
cell lines (20). In contrast to membrane betaglycan, soluble
betaglycan inhibits TGF-B binding to cell surface receptors in
vitro (21, 22). Thus, betaglycan could be a dual modulator of
TGF-j activities: as a membrane protein it is an enhancer of
TGF-j actions, and as a soluble protein it is an inhibitor (21,
22). This latter property has been exploited therapeutically to
block TGF-8 actions in a carcinogenesis animal model using a
recombinant soluble betaglycan (23). Several studies have pro-
posed that the natural soluble form of betaglycan is generated
by a proteolytic cleavage of the membrane-bound form (10, 20,
21). However, despite its functional importance, the proteolytic
cleavage of betaglycan has been poorly characterized.

The proteolytic cleavage of the extracellular domain is not
particular for betaglycan; many transmembrane proteins un-
dergo a similar process, frequently referred to as “ectodomain
shedding.” The shedding of a large number of membrane pro-
teins is a regulated process that can be enhanced by PMA, a
phorbol ester activator of protein kinase C and other signal
transduction pathways, and is mediated by zinc metallopro-
teases (for reviews, see Refs. 24-26). The disintegrin and met-
alloprotease ADAM 17, also known as TACE (Tumor necrosis
factor a-Converting Enzyme), has been implicated in the vast
majority of protein kinase C-activated shedding events ana-
lyzed to date (27-29). In a previous report we showed that, in
contrast to the majority of proteins, the shedding of betaglycan
is not stimulated by PMA and remains unaffected in a mutant
cell line defective in the shedding of a wide variety of proteins
(30). In this study, we analyzed the shedding of betaglycan in
different cell lines, and unexpectedly, we found a novel form of
the soluble receptor. The shedding of betaglycan can be stim-
ulated by pervanadate and is mediated by a metalloprotease
that is inhibited by TIMP-2 but not by TIMP-1. Transfection
experiments indicate that MT1-MMP and/or MT3-MMP, or a
similar metalloprotease, is responsible for the shedding of
betaglycan.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—Sodium orthovanadate, hydrogen peroxide, PMA, bovine
serum albumin, molecular biochemicals, buffers, salts, detergents, and
protease inhibitors were from Sigma. Restriction endonucleases were
purchased from Roche Applied Science. Recombinant human TIMP-1
and recombinant human TIMP-2 were purchased from Fuji Chemical
Industries Ltd. (Takaoka, Japan), TAPI-2 was kindly provided by Im-
munex (Seattle, WA) and BB-94 by British Biotech Pharmaceuticals,
Ltd. (Oxford, UK). Pervanadate was freshly prepared prior to each
experiment by mixing 1 M sodium vanadate and 1 M hydrogen peroxide.
The polyclonal antibodies against the extracellular domain 822 and the
cytoplasmic domain 821 of betaglycan have been described previously
(10). Anti-human MT1-MMP monoclonal antibody LEM-2/63 was a
generous gift from Dr. Alicia Arroyo (Madrid, Spain). Anti-mouse MT2-
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MMP (clone 16-222G5) and anti-human MT3-MMP (clone 117-10C6)
monoclonal antibodies were from Fuji Chemical Industries Ltd. The
anti-c-Myc monoclonal antibodies (9E10) have been described else-
where (31). Anti-HA monoclonal antibodies (12CA5) were from Babeo
(Richmond, CA). Protein A- and protein G-Sepharose were from Amer-
sham Biosciences, TGF-B2 was a generous gift of Dr. Nico Cerletti from
Ciba-Geigy AG (Basel, Switzerland). TGF-g1 was from R&D Systems
(Minneapolis, MN).

Cell Culture—All cells used in this study were obtained from the
American Type Culture Collection (Rockville, MD). L6E9 cells stably
expressing Mycgag™ were grown in Dulbecco’s modified Eagle's medium
(DMEM) containing 20% fetal bovine serum (Invitrogen) in the pres-
ence of 400 pg/ml Geneticin (Invitrogen). Wild type CHO cells and M1
mutant cells stably expressing HABG were grown in DMEM containing
10% fetal bovine serum in presence of 400 pg/ml Geneticin. CHO and
(C08-1 cells were grown in DMEM containing 10% fetal bovine serum.

¢DNAs and Transfections—The Mycgag™ betaglycan mutant, de-
scribed previously (21), was subcloned in the pcDNA3 and stably trans-
fected in L6E9 cells as described before (17). This gag™ betaglycan
construct is a double point betaglycan mutant of the serines that are the
glycosaminoglycan chains acceptor amino acids (S535A/5546A) and
expresses betaglycan only as core protein, greatly simplifying the anal-
ysis of the betaglycan shedding products. Wild type CHO cells and M1
mutant CHO cells defective in pro-HA/TGF-a shedding have been de-
scribed elsewhere (32). Wild type CHO cells and M1 mutant cells were
stably transfected with HABG construction subcloned in the pCEP4
vector using the calcium phosphate precipitate method (33). The
HAgag™ and HAgag FLAG were constructed from the wild type ral
betaglycan ¢DNA tagged at the amino terminus with the HA epitope.
Both constructions were created replacing in the wild type betaglycan
¢DNA a fragment of a previously described gag™ mutant in the Xhol
and Bglll sites (21). The FLAG epitope was inserted at the carboxyl
terminus for the HAgag " FLAG and for the HABGFLAG constructions
by PCR. All DNA manipulations were verified by nucleotide sequencing
using standard techniques (34). For transient expression in COS-1 and
CHO cells the HAgag™ and the HAgag"FLAG constructions were sub-
cloned in the pCMV5 vector (35). The ecDNA encoding hamster MT1-
MMP tagged at the amino terminus with the Myc epitope has been
described before (36). The human MT2-MMP, human MT3-MMP, and
HA-tagged mouse MT4-MMP, human MT5-MMP, and human MT6-
MMP ¢DNAs were kindly provided by Dr. Lépez-Otin (37-39). Tran-
sient L6E9 and CHO transfection was done with LipofectAMINE (In-
vitrogen) following the manufacturer's recommendations. Transient
COS-1 transfection was done with the diethylaminoethyl-dextran
method (40). Cells were assayed at 48 h post-transfection.

Northern Blot Analysis—Total RNA was isolated from cell cultures
using TriZol (Invitrogen), and 10 pg from each cell line was electro-
phoresed in 0.9% agarose/formaldehyde gels and transferred Lo nylon
membranes Hybond-N (Amersham Biosciences). The cDNA probes used
were hamster MT1-MMP, corresponding to a 2,669-bp Xbal/HindIIl
fragment of the plasmid peD MyeMT1 (36); human MT2-MMP, com-
prising a 1,996-bp EcoRI/Pstl fragment from the plasmid pSG MT2-
MMP; and human MT3-MMP, of a 1,330-bp EcoRI fragment from the
plasmid pSG MT3-MMP. The ¢DNA probe for glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase was from rat. Labeling of cDNA probes was done
using the Random Primer Labeling Kit (Roche Applied Science) and
[a-**P]dCTP (Amersham Biosciences) according to the manufacturers’
instructions. Hybridization was performed overnight at 65 °C in 0.5 M
phosphate (pH 7.2), 7% SDS, 10 mm EDTA. Bands were visualized
using a PhosphorImager (Amersham Biosciences).

Immunaoprecipitation—Approximately 7 % 10° L6E9 cells stably ex-
pressing Mycgag™ were incubated for different periods of time in the
absence or presence of 100 uM pervanadate in medium supplemented
with 0.2% fetal bovine serum. Cells were lysed in lysis buffer (PBS
containing 1% Nonidet P-40, 5 mm EDTA, and protease inhibitors).
Medium or cell lysates were immunoprecipitated with anti-betaglycan
ectodomain antibody 822. Immune complexes were collected with pro-
tein A-Sepharose.

Western Blotting—For Western blotting, immune complexes or ali-
quots from medium or cell lysates were electrophoresed in polyacryl-
amide gels and transferred to polyvinylidene difluoride membranes
(Millipore). Membranes were probed using 1/2000 of the anti-beta-
glycan ectodomain 822, anti-c-Myc, or anti-HA. Anti-MT1-MMP LEM
2/63 was used directly. Anti-MT2-MMP was used at 1/200 for trans-
fected MT2-MMP and at 10 pg/ml for endogenous MT2-MMP. Anti-
MT3-MMP was used at 10 pg/ml. Immunoblots were revealed using
ECL (Amersham Biosciences) and autoradiography. Only where indi-
cated was the ECL Plus kit (Amersham Biosciences) used.
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Fii. 1. Betaglycan ectodomain shedding is stimulated by pervanadate, A, schematic representation of the constructions employed in this
study. Signal peptide (black box), position of cysteines (dots), c-Myc (A), HA (A), FLAG ( #) epitope tags, the transmembrane domain (TM), the
cytoplasmic domain (Cyt), and regions of sequence similarity to endoglin and uromodulin (shadowed boxes) are indicated. Regions recognized by
different antibodies are also indicated. Antibody 822 is an anti-betaglycan ectodomain antiserum, and antibody 821 is an anti-betaglycan
cytoplasmic antiserum. B, LEE9/Mycgag ~ cells were metabolically labeled for 2 h with [**S]methionine, the label was chased in complete medium
for 2 h, and the cells were incubated for the last 30 min in the absence or presence of 100 uM pervanadate (PV). Medium was immunoprecipitated
with anti-betaglycan ectodomain antibody 822, anti-betaglycan cytoplasmic region antibody 821, or anti-c-Myc 9E10 monoclonal antibody. Immune
complexes were collected with protein A- or G-Sepharose and were separated by SDS-PAGE and visualized by PhosphorImager scanning of the
gels. C, LEE9/Mycgag ™ cells were incubated for different periods of time in the absence or presence of 100 uM pervanadate. Medium was
immunoprecipitated (IP) with antibody 822, and the immunoprecipitate was separated in SDS-PAGE and subjected to Western blot (WB) analysis
with anti-c-Myc monoclonal antibody. D and E, LEE9/Mycgag ™ cells were metabolically labeled as in B, but the last 30 min cells were incubated
in the absence or presence of 100 um H,0,, 100 um VO,, or 100 um pervanadate (D) or in the absence or presence of 1 umM PMA, 20% fetal bovine
serum (FBS), or 100 uM pervanadate (E). Medium was immunoprecipitated with anti-betaglycan ectodomain antibody 822 and protein A-
Sepharose. Inmunoprecipitates were separated by SDS-PAGE and visualized by PhosphorImager scanning of the gels. The locations of sBG-90 and
sBG-120 are indicated.
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Fic. 2. Different cell lines produce different betaglycan frag-
ments. The following cells were metabolically labeled, chased for 2 h in
complete medium, and incubated for the last 30 min in the absence or
presence of 100 uM pervanadate (PV). A, LEE9/Mycgag™ cells and CHO
or COS-1 cells transiently transfected with the HAgag~FLAG construc-
tion, B, CHO cells transiently transfected with HABGFLAG, HAgag™,
or HAgag FLAG. Labeled betaglycan in the medium was immunopre-
cipitated with an antibody against the ectodomain of betaglycan (822)
and protein A-Sepharose. C, M1 mutant and wild type CHO cells stably
transfected with HABG. Immunoprecipitates were separated by SDS-
PAGE and visualized by PhosphorImager. The locations of sBG-90,
sBG-120, and the proteoglycan form of soluble betaglycan (BG) are
indicated.

Metabolic Labeling and Immunoprecipitation—Approximately 7 X
10° cells were labeled for 2 h with 250 uCi/ml **S-Pro Mix (Amersham
Biosciences) in DMEM without L-methionine and L-cysteine (Sigma).
The label was chased for 2 h in DMEM containing with 10% fetal bovine
serum (complete medium). Then the cells were incubated in the pres-
ence of different compounds, as indicated, for 30 min in DMEM con-
taining 0.2% fetal bovine serum. The medium was collected and centri-
fuged at 14,000 rpm for 2 min to remove debris. The cells were washed
twice with cold PBS and lysed in PBS containing 1% Nonidet P-40, 5
mM EDTA and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride. Cell lysates and
medium were immunoprecipitated with different antibodies. Immune
complexes were collected with protein A-Sepharose (for antibodies 822
and 821) or protein G-Sepharose (for anti-c-Myc and anti-HA antibod-
ies), washed three times with PBS containing 0.1% Triton X-100 and
0.1% SDS, separated in SDS-PAGE, and bands visualized using a
Phosphorlmager. Densitometric analysis was carried out using Image-
Quant software.

Affinity Labeling and Competition Experiments—TGF-B2 was radio-
labeled with '?°I using chloramine T (41). Baculoviral recombinant

Regulated Betaglycan Ectodomain Shedding

TasLE 1
Effects of protease inhibitors on the pervanadate-stimulated shedding
of betaglycan in L6E9/Mycgag cells
The results are expressed as percentages of inhibition of betaglycan
shed by cells in the absence of the inhibitor,

Inhibitor Specificity Concentration P‘;;cﬁir;}l;:ﬁo{
BB-94 Metalloproteases 5 umM 92
Aprotinin Serine proteases 2 pg/ml 0
Leupeptin  Serine and cysteine 2 pg/ml 12

proteases
Pepstatin A Aspartic proteases 1 pg/ml 15
Antipain Serine and cysteine 2 pg/ml 6

proteases

soluble betaglycan was purified as described before (22). Amounts of
soluble betaglycan sBG-90 were determined by Western blot. Briefly,
medium from pervanadate-treated LEE9 cells stably expressing Mye-
gag~ was concentrated in an Amicon Ultrafiltration chamber (Milli-
pore) and dialyzed against PBS. Aliquots from medium were separated
in SDS-PAGE, subjected to Western blotting, and sBG-90 was quanti-
fied comparing with different amounts of recombinant soluble betagly-
can as standards (data not shown). For competition experiments, re-
combinant soluble betaglycan and medium with sBG-90 (10 ng/assay)
were affinity labeled with 100 pM '**I-TGF-B2 in the presence of differ-
ent concentration of unlabeled TGF-g1 or TGF-p2 for 3 h in PBS
supplemented with 0.05% Triton X-100. Cross-linking was done by the
addition of 0.1 mg/ml disuccinimidyl suberate (Pierce). Labeling reac-
tions were quenched after 15 min with Tris/HCI, pH 7.5, at a final
concentration of 10 mm. The reaction mixture was immunoprecipitated
with anti-c-Mye monoclonal antibody and protein G-Sepharose. Immu-
noprecipitates were separated by SDS-PAGE and visualized by a
Phosphorlmager.

RESULTS

Pervanadate Activates the Shedding of Betaglycan—Ectodo-
main shedding is frequently a regulated process. However, the
shedding of betaglycan is insensitive to phorbol esters, caleium
ionophores, or serum factors, three agents that activate the
shedding of most proteins analyzed to date (30, 32, 42). Re-
cently, we have shown that the shedding of the tyrosine kinase
receptor HER-2, which is also insensitive to these treatments,
can be activated by pervanadate, a tyrosine phosphatase inhib-
itor (43). Therefore, we analyzed the effect of pervanadate on
the shedding of the betaglycan. Because of the presence of
glycosaminoglycan chains, wild type betaglycan migrates in
SDS-PAGE as a broad band of 180-250 kDa, making it difficult
to analyze the soluble products of the shedding reaction. Thus,
to facilitate this assay, we stably transfected L6E9 myoblasts
with a c-Myc-tagged rat membrane betaglycan devoid of glycos-
aminoglycan chains (L6E9/Mycgag™ cells) (Fig. 14). A short
treatment of L6E9/Mycgag™ cells with pervanadate induces
the liberation of a 90-kDa fragment, which is immunoprecipi-
tated by the polyclonal antibody 822 (directed against the be-
taglycan extracellular region) and by the monoclonal antibody
directed against the ¢-Myc epitope engineered at the amino
terminus (Fig. 1B). As expected, this soluble 90-kDa product
(hereafter referred to as sBG-90) is not immunoprecipitated by
the polyclonal antibody 821 directed against the cytoplasmic
tail of betaglycan (Fig. 1B). The size of sBG-90 differs from the
one reported previously (110-120 kDa) for the soluble beta-
glycan species produced spontaneously by 3T3-L1 cells (20).

To determine whether L6E9/Myc gag™ cells also secrete the
110-120-kDa form, we analyzed the basal shedding of beta-
glycan in these cells. Fig. 1C shows that in the absence of any
treatment, a 120-kDa betaglycan fragment (hereafter referred
to as sBG-120) is slowly shed to the medium, being barely
visible at 7 h but clearly detectable by 24 h. This slow process
very much resembles the “constitutive” shedding that has been
invoked to explain the existence of the naturally occurring
forms of soluble betaglycan (30). Interestingly, Fig. 1C shows
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FiG. 3. Effect of metalloprotease inhibitors on the shedding of sBG-90 and sBG-120. LEE9/Mycgag™ cells or COS-1 cells transiently
transfected with the HAgag™ construct were metabolically labeled for 2 h with [**S|methionine and chased in complete medium for 2 h. The
L6E9/Mycgag ™ cells (A and B) were incubated for 30 min with 100 uM pervanadate in the presence of the indicated concentrations of hydroxamic
acid-based zinc metalloprotease inhibitor BB-94 or TAPI-2 or the naturally occurring inhibiter TIMP-1 or TIMP-2. Transfected COS-1 cells (C)

were incubated with or without 100 um pervanadate in the presence

of 5 um BB-94 or 5 pg/ml TIMP-1 or TIMP-2 as indicated. Medium was

immunoprecipitated with anti-betaglycan ectodomain antibody 822 (A and B) or with anti-HA (C) and protein A-Sepharose, separated in
SDS-PAGE, and visualized by Phosphorlmager scanning of the gels. Soluble betaglycan was quantified using the ImageQuant software and is
represented as a percentage of betaglycan shed by cells in absence of inhibitor.

that sBG-90 is also generated by this constitutive mechanism.
Thus, these data suggest that, at least two cleavages at differ-
ent sites of its ectodomain may generate two different soluble
forms of the receptor, sBG-120 and the shorter sBG-90 form.
The effect of pervanadate on the shedding of sBG-90 is spe-
cific because vanadate or H,0, was without effect (Fig. 1D).
Thus, these data indicate that the production of sBG-90 may be
regulated by phosphorylation/dephosphorylation. On the other

hand, as reported previously for the 110-120-kDa fragment
(30), the release of sBG-90 it is not regulated by PMA or fetal
bovine serum (Fig. 1E).

Different Cell Lines Produce Different Soluble Betaglycan
Fragments—To determine whether the generation of sBG-90 is
a particular property of LEE9 myoblasts, we analyzed the shed-
ding of betaglycan in different cell lines. Therefore, we tran-
siently transfected the HAgag FLAG construct (Fig. 14) in
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F1G. 4. Effect of the overexpression of different MT-MMPs on the shedding of betaglycan ectodomain. A, LEE9/Mycgag™ cells were
transiently transfected with the empty expression vector (pcDNA3) or the indicated MT-MMP vector. Transfected cells were metabolically labeled
for 2 h with [**S|methionine, chased in complete medium for 2 h, and then incubated for 30 min in the absence or presence of 100 uM pervanadate.
Medium was immunoprecipitated (IP) with anti-betaglycan ectodomain antibody 822 and protein A-Sepharose. Immunoprecipitates were sepa-
rated by SDS-PAGE and visualized by PhosphorImager scanning of the gels. Soluble betaglycan was quantified using the ImageQuant software
and is represented as a percentage of betaglycan shed by cells transfected with the empty expression vector (pcDNA3) in absence of pervanadate
and is the average = S.E. of quadruplicate determinations, Significance with the two-tailed Student’s ¢ test « = 0.05; ***, p < 0.0001; **, p <
0.0069; *, p < 0.041 versus control cells. WB, Western blot. B, COS-1 cells were transiently cotransfected with the HAgag™ FLAG construction and
with each of the MT-MMP vectors or with the control vector (ptCDNA3). Two days post-transfection COS-1 cells and L6E9/Mycgag™ cells were
treated as in A. Medium was immunoprecipitated with anti-betaglycan ectodomain antibody 822 and protein A-Sepharose. Immunoprecipitates
were separated by SDS-PAGE and visualized by Phosphorlmager. The locations of SBG-90 and sBG-120 are indicated. Western blot analysis was
done to verify expression of the transfected MT-MMPs. Cell lysates from control-transfected cells (—) and the indicated MT-MMP-transfected cells
were probed, as indicated, with their corresponding antibody: MT1, anti-c-Myc; MT2, anti-MT2-MMP 162-22G5 monoclonal antibody; MT3,
anti-MT3-MMP 117-10C6 monoclonal antibody; MT4, MT5, and MT6, anti-HA monoclonal antibody. The black arrowhead indicates specific bands.

CHO and COS-1 cells and compared the products of the beta-
glycan shedding reaction by these cells with those generated by
L6E9/Mycgag cells after pervanadate treatment. As shown in
Fig. 24, pervanadate also increased betaglycan ectodomain
shedding in CHO and COS-1 cells. However, CHO cells re-
leased, in a pervanadate-activated manner, the two forms of
soluble betaglycan ectodomain, sBG-90 and sBG-120 (Fig. 24).
In contrast, COS-1 cells stimulated with pervanadate only
released the sBG-120 product (Fig. 24). Thus, the generation of
sBG-90 and sBG-120 is cell type-dependent, but the shedding
of both fragments can be stimulated by pervanadate. Fig. 24
also shows that minor forms of soluble betaglycan are produced
by CHO (~sBG-130) and COS-1 cells (~sBG-130 and ~sBG-

100). However, because their production is not stimulated by
pervanadate, we did not characterize them any further.

Some authors have suggested that the cytoplasmic tail is
involved in the maturation of membrane betaglycan (44). Be-
cause the experiments in Fig. 24 were performed with a car-
boxyl end FLAG-tagged betaglycan construct, it was important
to determine whether or not this tag had any effect in the
shedding of the receptor. For that purpose, we compared the
pervanadate-stimulated shedding of betaglycan constructs
with or without the FLAG tag (Fig. 1A). As show in Fig. 2B, the
presence or absence of this 8-residue tag at the carboxyl end of
the receptor did not affect the shedding process. In addition,
this experiment showed that the shedding of the proteoglycan



Regulated Betaglycan Ectodomain Shedding

A

9
G“\O\ﬁeo

Fic. 5. MT1-MMP, MT2-MMP, and
MT3-MMP expression. Total RNA (10
pgllane) from CHO, L6E9/Mycgag™, and
COS-1 cells was subjected to Northern
blot analysis with **P-labeled MT1-MMP
(A) or MT3-MMP (C) cDNA probe. Total
RNA from COS-1 cells transiently trans-
fected with MyeMT1-MMP or MT3-MMP
cDNA was used as positive control. Mem-
branes were stripped and probed with C
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogen-
ase (GAPDH). B, Western blol analysis of
MT1-MMP protein in cell lysates with an-
ti-MT1-MMP LEM 2/63 monoclonal anti-
body. The black arrowhead indicates the
specific band. D, Western blot analysis of
MT2-MMP protein in cell lysates with an-
ti-MT2-MMP 162-22G5 monoclonal anti-
body. Cell lysate from COS-1 cells tran-
siently transfected with MT2-MMP cDNA
was used as a positive control. Blots were
revealed with ECL Plus kit and exposed
to x-ray films for different times as
indicated.

form of betaglycan is also stimulated by pervanadate, indicat-
ing that the presence of glycosaminoglycan chains does not
interfere with this activation.

Pervanadate-inducible Betaglycan Shedding Is Not Mediated
by TACE—We have reported previously that the constitutive
shedding of betaglycan is not affected in a mutant cell line (M1
cells) defective in the shedding of a variety of other proteins
(30). It has been shown recently that this mutant cell line has
a specific defect that prevents the activation of TACE, but not
other metalloproteases (45). Therefore, to determine whether
active TACE participates in the shedding of betaglycan induced
by pervanadate, we analyze the effect of pervanadate on the M1
mutant and on the wild type CHO cells that were stably trans-
fected with HA-tagged betaglycan (HABG construct, see Fig.
1). The levels of the soluble form of betaglycan generated by M1
cells treated with pervanadate were indistinguishable from
those generated by wild type cells under the same conditions
(Fig. 2C), indicating that TACE does not mediate the pervana-
date-stimulated shedding of betaglycan.

The Shedding of sBG-90 Is Sensitive to TIMP-2—The vast
majority of shedding events analyzed to date is executed by
zinc-dependent metalloproteases. To characterize the shedding
activity stimulated by pervanadate, we tested the effect of
different protease inhibitors. As expected, whereas the hydrox-
amates BB-94 and TAPI-2 prevented the production of sBG-90
(Table I and Fig. 34), compounds that block serine, cysteine or
aspartic proteases had little or no effect (Table I). This result
indicates that a zinc-dependent metalloprotease is necessary
for the shedding of sBG-90. Hydroxamates are known to inhibit
the matrixins (MMPs) as well as reprolyisins (ADAMs, metal-
loprotease disintegrins). To define further the proteolytic activ-
ity responsible for the production of sBG-90, we analyzed the
effect of two members of the family of the tissue inhibitors of
metalloproteases, TIMP-1 and TIMP-2, which are specific for
certain MMPs and metalloprotease disintegrins (46). Fig. 3B
shows that low concentrations of TIMP-2 blocked the shedding
of sBG-90, whereas TIMP-1 had little or no effect, indicating
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that a metalloprotease sensitive to TIMP-2 is necessary for the
shedding of sBG-90 in L6E9/Mycgag ~ cells.

Similar experiments with COS-1 cells transfected with the
HAgag™ construct (Fig. 3C) indicated that the pervanadate-
stimulated shedding of sBG-120 is blocked by BB-94 and un-
affected by TIMP-1. Interestingly, TIMP-2, at concentrations
that completely inhibited the cleavage of sBG-90, did not have
a significant effect on the cleavage of sBG-120 (Fig. 3C), indi-
cating that different proteases are involved in the shedding of
the different forms of soluble betaglycan.

Qverexpression of MT1- or MT3-MMPs Augments the Shed-
ding of sBG-90—The activity of several metalloprotease-disin-
tegrins putatively involved in ectodomain shedding, such as
TACE, is not inhibited by TIMP-2 (46), further supporting that
the generation of sBG-90 is not dependent on these metallo-
proteases. In contrast, other metalloproteases putatively in-
volved in ectodomain shedding, such as certain MT-MMPs, are
inhibited by TIMP-2 (37). To date, six MT-MMPs have been
described (37-39, 47-49). To analyze the putative role of MT-
MMPs on the shedding of sBG-90, we analyzed the effect of the
overexpression of these metalloproteases on the production of
sBG-90 by L6E9 cells. As shown in Fig. 44, overexpression of
MT1- or MT3-MMP in L6E9/Myc gag ™ cells clearly induced the
production of sBG-90 by untreated cells, whereas MT2, MT4-,
MT5-, and MT6- had no effect. In addition, MT1- had a modest
but reproducible effect, increasing the production of sBG-90 in
cells treated with pervanadate. These results indicate that
MT1-, MT3-MMPs or a similar metalloprotease, could be re-
sponsible for the production of sBG-90 in L6E9 cells. On the
other hand, overexpression of MT2-MMP partially inhibited
the production of sBG-90 induced by pervanadate. A similar
effect was observed in CHO cells transiently transfected with
betaglycan and MT2-MMP (data not shown and see Fig. T),
opening the possibility that MT2-MMP influences the expres-
sion of betaglycan or, alternatively, that of the endogenous
protease responsible for the shedding of sBG-90.

To confirm and extend these results we performed a similar
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Fi6. 6. Effect of the overexpression of MT2-MMP on MTI1-MMP and betaglycan. COS-1 (A) or CHO cells (E) were transiently
cotransfected with 5 ug of HAgag™ construction and increasing amounts of MT2-MMP vector. Total cell lysate was analyzed by Western blot with

anti-HA and anti-MT2-MMP monoclonal antibodies as indicated. COS-1 (B

) cells were transiently cotransfected with 5 pg of Myc-MT1-MMP vector

and increasing amounts of MT2-MMP vector, whereas CHO cells (D) were transfected only with increasing amounts of MT2-MMP. Equal amounts

of total cell lysate were analyzed by Western blot with anti-c-Myc, anti-

MT1-MMP LEM 2/63, and anti-MT2-MMP monoclonal antibodies as

indicated. C, COS-1 cells were cotransfected with 5 ug of Myc-MT1-MMP, 5 ug of HAgag™ construction, and increasing amounts of MT2-MMP
vector. Cells were incubated for 30 min in the absence (—) or presence (+) of 100 uM pervanadate (PV). Equal amounts of total cell lysate were
subjected to Western blot analysis with anti-c-Myc, anti-HA, or anti-MT2-MMP monoclonal antibodies. The black arrowhead in B and D indicates
specific bands. Bands were quantified and graphically presented as a percentage of the level of the indicated protein observed in cells transfected

without MT2-MMP and treated without pervanadate.

experiment using COS-1 cells, which, in contrast to L6E9 cells,
produce predominantly sBG-120 upon the treatment with per-
vanadate. Thus, we transiently coexpressed in COS-1 cells the
HAgag FLAG construct together with each one of the MT-
MMPs or with the empty expression vector and analyzed the
appearance of the sBG fragments in the presence or absence of
pervanadate. As in the case of LEE9/Mycgag™ cells, although
overexpression of MT4-, MT5-, and MT6-MMP had little or no
effect, overexpression of MT1- and MT3-MMP induced the pro-
duction of sBG-90 in untreated and treated cells (Fig. 4B). This
induction was concomitant with a profound decrease in the
production of sBG-120, indicating a competition between MT1-,
MT3-MMP and the protease responsible for the generation of
sBG-120. Identical results were observed when COS-1 cells
were transfected with a HAgag™ construct devoid of the FLAG
epitope at the carboxyl terminus (data not shown), suggesting
that the cytosolic tail does not participate decisively in this
process. As observed in the case of sBG-90 (Fig. 44), the over-

expression of MT2-MMP had an inhibitory effect on the per-
vanadate-induced production of sBG-120 in COS-1 cells (Fig.
4B), which suggests that this metalloprotease could affect the
expression of betaglycan and/or of the protease responsible for
the generation of sBG-120. Importantly, in the experiments
shown in Fig. 4, the presence of each one of the transfected
MT-MMPs was confirmed by Western blot analysis of cell ly-
sates, indicating that the lack of effect of some metallopro-
teases was not the result of failed expression. Thus, the results
obtained by cotransfection in COS-1 cells confirmed those ob-
tained with LEE9/Mycgag ™ cells and pointed to MT1- and MT3-
MMP, or similar metalloproteases, as responsible for the pro-
duction of sBG-90. On the other hand, overexpression of MT2-
MMP consistently results in a decrease in the production of
soluble betaglycan.

MT1-MMP Is Responsible for the Shedding of sBG-90 in
L6E9 and CHO Cells—To define further the metalloprotease
responsible for the shedding of sBG-90 we evaluated the ex-
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pression of endogenous MT1- and MT3-MMPs in CHO, COS-1,
and L6EY cells. Northern blot analysis revealed that although
CHO and L6E9 cells had detectable amounts of MT1-MMP
mRNA, COS-1 cells, as reported before (50), did not express
this MT-MMP (Fig. 5A). Cell lysates subjected to Western blot
analysis confirmed the results obtained by Northern blot (Fig.
5B). On the other hand, MT3-MMP mRNA was undetectable in
CHO, COS-1, and L6E9 cells (Fig. 5C). Thus, there is an excel-
lent correlation between the presence of MT1-MMP and the
ability to shed sBG-90 in the cell lines studied. This fact, along
with the lack of detectable levels of MT3-MMP mRNA, suggests
that, at least in L6E9 and CHO cells, the metalloprotease
responsible for the generation of sBG-90 is MT1-MMP.
MT2-MMP Decreases MT1-MMP and Betaglycan—One sur-
prising result from the above studies was the observation that
overexpression of MT2-MMP decreases the production of
sBG-90 by L6E9 cells and abolishes the production of sBG-120
in cotransfection experiments in COS-1 cells (Fig. 4). A possible
explanation for these findings is that MT2-MMP affects the
expression of betaglycan and/or the protease responsible for the
generation of sBG-90, likely MT1-MMP in L6E9 cells. To clarify
these points, as a first approach, we determined the level of

MT2-MMP (ug)

expression of MT2-MMP in COS-1, L6E9, and CHO cells with
a well characterized antibody. The Western blot in Fig. 5D
indicated that MT2-MMP is practically absent in these cell
lines. Northern blot analysis (not shown) showed that MT2-
MMP mRNA was undetectable in the same lines. This
prompted us to determine whether or not increasing amounts
of MT2-MMP had any effect on the levels of MT1-MMP and/or
betaglycan. For that purpose, we carried out cotransfection
experiments. Coexpression in COS-1 cells of increasing
amounts of MT2-MMP with HAgag™ or My/MT1-MMP, sepa-
rately (Fig. 6, A and B, respectively), or together (Fig. 6C), had
a detrimental effect on the levels of MT1-MMP and betaglycan.
Western blot analysis of total cell lysates reproducibly demon-
strated that HAgag™ decreases as MT2 increases (Fig. 64).
Similarly, as revealed by an antibody against its epitope tag
(c-Myc), as well as an antibody directed against its catalytic
region (LEM 2/63), the levels of transfected My</MT1-MMP
were decreased by MT2-MMP in a dose-dependent manner
(Fig. 6B). Importantly, in CHO cells the same effects were
observed on the levels of endogenous MT1-MMP (Fig. 6D) and
transfected HAgag™ (Fig. 6E) showing that the observed ef-
fects, at least in the case of MT1-MMP, are not exclusive of the
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quantified from the Phosphorlmager scans of the gels, and plotted as the percent of '**I-TGF-B2 binding against the concentration of unlabeled
competitor (C and D). The locations of sBG-90 and recombinant soluble betaglycan (rsBG) are indicated. Because the total level of binding was
lesser for the sBG-90 fragment, its gels (A) were exposed 4 times longer than the gels containing the rsBG (B).

transfected proteins. Consistent with the above results, the
shedding of both forms of soluble betaglycan sBG-90 and sBG-
120 was decreased in a concentration-dependent manner by
MT2-MMP expressed in COS-1 (Fig. 7A) and CHO cells (Fig.
7B). Collectively, these results show that overexpression of

MT2-MMP induces a down-modulation of ectopically expressed
betaglycan, explaining the decrease in the production of sBG-
120 and sBG-90 observed in different cell lines. In addition,
MT1-MMP, likely responsible for the generation of sBG-90, is
also down-modulated by MT2-MMP.
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F1G. 9. Schematic representation of the proteases involved in the shedding of betaglycan ectodomain identified in the present
work. Membrane-bound betaglycan (BG) may be the substrate of different zinc metalloproteases leading to cleavage of its ectodomain and to
release of different forms of the soluble receptor (sBG-90 and sBG-120). L6E9 cells constitutively shed sBG-90 and sBG-120 and upon stimulation
with pervanadate (PV) increase their shedding of sBG-90, apparently by stimulation of their endogenous MT1-MMP (MT1). In COS-1 cells, which
lack MT1- and MT3-MMP, pervanadate stimulates an unknown metalloprotease (?) that leads to the augmented shedding of sBG-120. In CHO
cells, pervanadate, acting via endogenous MT1-MMP and unknown metalloprotease, augments the shedding of both sBG-90 and sBG-120,
respectively. By an unknown mechanism, the ectopic expression of MT2-MMP (MT2) decreases betaglycan and MT1-MMP in COS-1 and CHO cells.

sBG-90 Binds TGF-B1 and TGF-B2 with Relative Affinities
Similar to the Wild Type Membrane Receptor—To characterize
the TGF-g binding properties of sBG-90, we performed ligand
binding competition assays. For this purpose medium from
L6E9/Mycgag ™ cells treated with pervanadate were affinity
labeled in solution with a constant amount of **I-TGF-B2 and
an increasing concentration (from 0 to 4 nm) of competing
unlabeled TGF-g1 or TGF-B2 (Fig. 84). As a reference for
comparison, we also tested the baculoviral recombinant soluble
betaglycan (Fig. 8B), which binds TGF-g similar to the wild
type membrane receptor (22). Binding of '**I-TGF-B2 to
sBG-90 (Fig. 8C) was effectively competed by cold TGF-B2 but
not by the TGF-p1 isoform. This pattern of competition, which
was exhibited by recombinant soluble betaglycan (Fig. 8D), is
characteristic of wild type betaglycan (17). Therefore, this re-
sult opens the possibility that sBG-90 is a specific modulator of
TGF-B and or any of its other known ligands.

DISCUSSION

Here we show that betaglycan shedding can be stimulated by
pervanadate, a general inhibitor of tyrosine phosphatases, and
results in the production of two distinct fragments with the
ability to bind TGF-8. Pervanadate activates the shedding of
several cell surface proteins, some of them, such as HER4 (51),
proamphiregulin (51), syndecan-1 (52), and amyloid-§ protein
precursor (53), are also shed in response to PMA, a well known
activator of TACE. In contrast, the shedding of betaglycan (this
study), HER 2 receptor (43), and TNF-related activation-in-
duced cytokine (TRANCE) in CHO and fibroblast cells (54) can
be stimulated by pervanadate but not by PMA, indicating that
TACE is not involved in these shedding events.

Upon treatment with pervanadate, different cell lines pro-
duce different forms of soluble betaglycan. L6E9 myoblasts
secrete a ~90-kDa fragment (sBG-90), COS-1 cells a ~120-kDa
fragment (sBG-120), and CHO cells produce both of them (Fig.
9). The fact that the production of both of these forms is inhib-
ited by the hydroxamate BB-94 suggests that betaglycan is the
substrate of one or more zinc-dependent metalloproteases. The
effect of the TIMPs has been used previously to characterize
the identity of the metalloprotease(s) involved in a given shed-
ding event. For example, TACE is inhibited by TIMP-3, but not
by TIMP-2 or TIMP-1 (55), and the majority of the MT-MMPs
are inhibited by TIMP-2, but not by TIMP-1 or TIMP-3 (37, 38,
47-49, 56). Our data demonstrate that the pervanadate-acti-
vated proteolytic activity that results in the production of the
sBG-90 fragment in L6E9 cells is inhibited by TIMP-2 but not
by TIMP-1. This result, along with that obtained with mutant

cells defective in TACE activity (M1 cells), confirms that TACE
is not involved in the pervanadate-stimulated release of beta-
glycan and argue in favor of members of MT-MMPs. To date six
members of the subfamily of MT-MMP have been described
(37-39, 47-49). It has been shown that among the six MT-
MMPs, only MT4-MMP is not inhibited by TIMP-2 (37), and
MT6-MMP is inhibited by TIMP-2 as well as TIMP-1 (56),
ruling out MT4- and MT6-MMP as the pervanadate-stimulated
sBG-90 sheddase. Accordingly, we observed that overexpres-
sion of these MT-MMPs did not increase sBG-90 production.
On the other hand, overexpression of MT1-MMP and MT3-
MMP in L6E9 cells significantly increased the basal production
of sBG-90, and MT1-MMP significantly enhanced its pervana-
date-stimulated release, indicating that these metalloproteases
participate in the shedding of betaglycan. The experiment per-
formed with COS-1 cells overexpressing MT1- and MT3-MMP
strongly supports this conclusion, Parental COS-1 cells do not
express MT1- or MT3-MMP and therefore constitute functional
knock-outs for these proteases (Fig. 5). In agreement with the
proposal that these MT-MMPs are involved in the production of
sBG-90, COS-1 cells produce sBG 120 preferentially. Further-
more, upon transfection with MT1- and MT3-MMP, COS-1
acquires the ability to generate sBG-90 (Fig. 4B). The loss of
the regulated release of sBG-90 when MT1- and MT3-MMP are
transfected in L6E9 and COS-1 cells may be caused by the
overexpression of these proteases, which may overcome the
regulatory mechanisms that normally operate upon the endog-
enous enzymes. Therefore, these data allow us to conclude that
MT1- and/or MT3-MMP has the ability to produce sBG-90 upon
stimulation with pervanadate. However, the fact that L6ES
and CHO cells, which are able to shed sBG-90, lack expression
of MT3-MMP, strongly suggests that, at least in these cell
lines, the metalloprotease responsible for the generation of this
form of soluble betaglycan is MT1-MMP (Fig. 9). Nonetheless,
our transfection experiments indicate that cell lineages ex-
pressing MT3-MMP are also able to generate sBG-90.

In addition to its role in the breakdown of components of the
extracellular matrix and activation of other MMPs, MT1-MMP
is linked directly to the shedding of several unrelated mem-
brane proteins (57). Overexpression of MT1-MMP by glioma
and fibrosarcoma cells led to proteolytic cleavage of cell surface
tissue transglutaminase (58). Soluble recombinant MT1-MMP
is able to cleave pro-TNF-« to its mature form in vitro (59).
Interestingly, one of the shedding activities described for
TRANCE is similar to the one reported here. The pervanadate-
stimulated shedding of TRANCE is inhibited by TIMP-2, but
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not by TIMP-1, and MT1-MMP has been proposed as the met-
alloprotease responsible (54). It has been reported that the cell
adhesion molecule CD44 (60) and syndecan-1 (61) are directly
shed by MT1-MMP and MT3-MMP. In these studies it was also
demonstrated that coexpression of the others members of MT-
MMP was without effect. Thus, it is not unexpected that MT1-
MMP and MT3-MMP may have similar substrates, as we have
observed here for betaglycan.

Regarding the identity of the protease that mediates the
production of sBG-120 all we can conclude at this moment is
that it is different from those generating sBG-90. Two findings
support this conclusion: its lack of inhibition by TIMP-1 and
TIMP-2, and the fact that its activity is overcome when cells
are transfected with MT1- or MT3-MMPs. Further studies will
be necessary to determine which protease mediates the per-
vanadate-stimulated production of sBG-120 (Fig. 9).

The fact that betaglycan ectodomain is shed by different
proteases is not unprecedented; several reports have demon-
strated the possibility of different shedding activities capable of
cleaving the same substrate. For example, TRANCE can be
released by two different metalloproteases: one in fibroblasts
and CHO cells, and another in COS-T cells (54). The metallo-
protease in fibroblasts and CHO cells is stimulated with per-
vanadate but not by PMA and inhibited by TIMP-2 but not
TIMP-1, whereas the metalloprotease in COS-7 cells is refrac-
tory to pervanadate and is not inhibited by TIMP-1 or—2 (54).
Pro-TNF-a is cleaved by different proteases in different cells
and conditions. TACE has been described as the principal pro-
TNF-a sheddase in many cell types (29, 62, 63), but MMP-7
(matrilysin) (64), ADAM 10 (65), and MT4-MMP (37) can also
cleave pro-TNF-a. On the other hand, the existence of a met-
alloprotease activity alternative to TACE with the ability to
shed pro-TGF-a has been demonstrated recently (66).

Deletion mutagenesis analyses have revealed two TGF-3
binding regions in the betaglycan ectodomain (17, 21, 22, 67).
One region is at the amino-terminal half (related to endoglin,
Fig. 14) and the other at the carboxyl-terminal half (related to
uromodulin, Fig. 14). The recently described inhibin A binding
region resides at the carboxyl-terminal half of betaglycan
ectodomain (17). Based on their apparent sizes, we could have
foretold that both sBG-90 and sBG-120 would have TGF-#
binding activity (which they do; Fig. 8 and data not shown)
because they retain at least one entire ligand binding domain.
The data presented in Fig. 8 indicate that although the total
binding of sBG-90 is lower than that of recombinant soluble
betaglycan, its relative TGF-p isoform affinities are compara-
ble with those shown by the wild type receptor. This is not
surprising because sBG-90 is predicted to contain the complete
ligand binding site related to endoglin which, as we have shown
before, has a TGF-B isoform preference similar to that of the
wild type receptor (17). Some potential roles for soluble recep-
tors include increasing the half-life of the ligand or acting as an
inhibitor for ligand binding to the cell membrane-anchored
receptor (26). Whether or not sBG-90 and/or sBG-120 has such
functional roles or behave as soluble recombinant betaglycan,
inhibiting TGF-g binding to cell surface receptors (21, 22),
remains to be determined experimentally.

A remarkable observation from the present studies is the
effect of MT2-MMP on the levels of betaglycan and MT1-MMP
(Fig. 9). Although at this moment the mechanism involved is
unknown, the data shown in Fig, 6 demonstrate that MT2-
MMP decreases the cellular content of betaglycan and MT1-
MMP in a dose-dependent manner. This effect is not likely the
result of a decreased level of expression of the plasmids encod-
ing MT1-MMP or betaglycan in cells cotransfected with differ-
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ent combinations of plasmids because it is not observed in cells
overexpressing MT1-, MT3-, MT4-, MT5-, or MT6-MMP. This
notion is supported further by the fact that endogenous MT1-
MMP is also decreased by overexpression of MT2-MMP. In
addition to being relevant for the shedding of betaglycan, this
effect of MT2-MMP may have wider consequences because it
implies that MT2-MMP is capable of down-regulating MT1-
MMP. To our knowledge, there are four reports that show
concomitant expression of these two metalloproteases, in glio-
blastoma tissues (68), in pancreatic tumor cell lines (60), in
primary cultures of smooth muscle cells from aorta (69), and in
placenta tissues (70). Nonetheless, in view of the paramount
importance that MT1- and MT2-MMPs have in the invasive-
ness, morphogenesis, and metastatic potential of epithelial
cells (71, 72), this observation deserves further investigation.
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