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Resumen

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad cronica, progresiva e
irreversible de causa desconocida, caracterizada por la activacion aberrante del
epitelio bronquioalveolar, la expansiéon de la poblacion de miofibroblastos con
acumulacion excesiva de matriz extracelular y destruccion del parénquima
pulmonar. La familia de R-Spondinas (RSPO) comprende un grupo de proteinas
esenciales para el desarrollo embrionario. De ellas la RSPO2 se expresa
principalmente en los pulmones y sus mutaciones causan defectos severos en el
tracto respiratorio. De manera interesante, RSPO2 participa en la via canodnica de
WNT, que es una ruta critica en la patogénesis de FPI. Asi entonces, el objetivo
de este estudio fue examinar la expresion y el posible papel de RSPO2 en esta
enfermedad. Encontramos que RSPO2 y su receptor LGR6 estaban sobre-
regulados en pulmones de FPl y ambas se localizaron principalmente en
fibroblastos y células epiteliales. La estimulacién de fibroblastos pulmonares
normales y derivados de FPI con hRSPO2 recombinante resulté en la des-
regulacion de numerosos genes, aunque la respuesta transcripcional fue
esencialmente distinta. En fibroblastos de FPI, la estimulacion con RSPO2 indujo
sobre-expresion o disminucion de varios genes involucrados en la via de WNT
(principalmente de la sefalizacion no candnica), mientras que tanto en fibroblastos
obtenidos de pulmones normales como de FPI, RSPO2 modificé la expresion de
genes implicados en diferentes rutas de sefnalizacion, incluyendo ciclo celular y
apoptosis. Corroborando los datos de expresion génica, la estimulacion de
fibroblastos normales y de FPI con RSPO2 redujo de manera significativa la
proliferacion celular e indujo la muerte celular. RSPO2 también inhibidé la

produccion de colagena e incremento la expresién de metaloproteasa de matriz
\Y



(MMP)-1. EIl silenciamiento de RSPO2 con RNA de horquilla corta indujo los
efectos opuestos. Los resultados de esta investigacion demuestran por primera

vez que RSPO2 esta sobre-expresada en FPl donde parece tener un papel

antifibroético.



Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and irreversible
disease of unknown etiology, characterized by the aberrant activation of the
bronchioalveolar epithelium, the expansion of the myofibroblasts population with
excessive extracellular matrix accumulation, and destruction of the lung
parenchyma. The R-spondins family (RSPO) comprises a group of proteins
essential for development. From them, RSPO2 is expressed primarily in the lungs
and its mutations cause severe defects in the respiratory tract. Interestingly,
RSPO2 participates in the canonical WNT pathway, a critical route in the
pathogenesis of IPF. Thus, the aim of this study was to examine the expression
and putative role of RSPO2 in this disease. We found that RSPO2 and its receptor
LGR6 were upregulated in IPF lungs where they localized primarily in fibroblasts
and epithelial cells. Stimulation of IPF and normal lung fibroblasts with recombinant
hRSPO2 resulted in the deregulation of numerous genes although the
transcriptional response was essentially distinct. In IPF fibroblasts, RSPO2
stimulation induced the up- or down-regulation of several genes involved in the
WNT pathway (mainly from non-canonical signaling). In both, normal and IPF
fibroblasts RSPO2 modified the expression of genes implicated in several
pathways including cell cycle and apoptosis. According with the gene expression,
the stimulation of normal and IPF fibroblasts with RSPO2 significantly reduced cell
proliferation and induced cell death. RSPO2 also inhibited collagen production and
increased the expression of matrix metalloprotease (MMP)-1. Silencing RSPO2

with short hairpin RNA induced the opposite effects. Our findings demonstrate by

VI



the first time that RSPO2 is up-regulated in IPF where it appears to have an

antifibrotic role.
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Antecedentes

Fibrosis Pulmonar Idiopatica

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad crénica, irreversible,
habitualmente progresiva y letal de etiologia desconocida (1,2). En términos
generales, aproximadamente la mitad de los pacientes fallece 2 a 3 afios después
del diagnostico y actualmente no existe ningun tratamiento razonablemente
efectivo para esta enfermedad. (1). En los ultimos afios se ha comenzado a usar
pirfenidona y nintedanib, dos farmacos potencialmente antifibroticos que reducen
la velocidad de progresion de la FPI (1, 3, 4).

Aunque la FPI es de etiologia desconocida, se ha propuesto que la enfermedad es
resultado de una compleja interaccion de factores genéticos y ambientales (5). En
este contexto, variantes genéticas asociadas con adhesion celular, mantenimiento
del largo de los telomeros, y mecanismos de defensa se han asociado a FPI (6).
Entre los diversos factores ambientales que incrementan el riesgo a desarrollar
esta enfermedad, el habito de fumar es el principal de ellos (1, 7, 8). Asimismo, es
importante destacar que la FPlI es una enfermedad asociada con el
envejecimiento, dado que ocurre en individuos adultos mayores de 50 afos y su
incidencia y prevalencia incrementa considerablemente después de los 60 afios de
edad. A pesar de esta clara asociacion, aun no se conocen con precision los
mecanismos por los cuales el envejecimiento contribuye en la patogénesis de la
enfermedad (5,9) aunque varias alteraciones asociadas al envejecimiento, por
ejemplo, acortamiento de los telomeros, disfuncion mitocondrial y senescencia
celular ocurren exageradamente en estos pacientes, afectando primordialmente a

las células epiteliales (10, 11, 12, 13).



De hecho, se ha propuesto que la FPI se inicia con dafio y activacion de las
células del epitelio alveolar que secretan una gran variedad factores que provocan
la migracion y proliferacion de fibroblastos y su diferenciacion a miofibroblastos en
los sitios de lesidn. Estas células se organizan en pequefios focos de
fibroblastos/miofibroblastos los cuales son responsables del depdsito exagerado
de moléculas de matriz extracelular lo que trae como consecuencia la
desorganizacidon de la arquitectura del parénquima pulmonar y la pérdida de las
unidades de intercambio gaseoso con la consecuente insuficiencia respiratoria
(2,14).

Aunque los mecanismos patogénicos que participan en este secuencia no se
conocen con precision, diferentes evidencias sugieren que la recapitulacion de
diversas vias de desarrollo embrionario puede desempenar un papel importante
(5,6). Asi, se ha demostrado que Wingless / int1 (WNT) y otras vias de
sefalizacion embrioldgicas estan sobreexpresadas en pulmones de FPI, afectando

principalmente células epiteliales alveolares y fibroblastos (15-20).

Via de senalizacion WNT.

La via de sefializacion WNT/B-catenina se encuentra altamente conservada en
todos los grupos de animales. En humanos, la familia de WNT esta constituida por
19 proteinas de secrecion, que se expresan en diferentes etapas durante el
desarrollo embrionario y que tienen una notable influencia en la polaridad y el
destino celular. También se ha descrito que en organismos adultos, la via de
senalizacion de WNT esta involucrada en homeostasis, mantenimiento de células

troncales y regeneracion de tejidos, y existe evidencia de que su descontrol se



relaciona con procesos patoldogicos como cancer y diversas enfermedades
cronicodegenerativas (21).

Como se ilustra en la figura 1, la via candonica WNT/B-catenina se activa al
interactuar el ligando de WNT con su complejo receptor; cuando el ligando de
WNT no interacciona con este complejo de receptores, [3-catenina es fosforilada
en un complejo formado por APC (Adenomatous polyposis coli), que es la proteina
encargada del reconocimiento de [-catenina, y Axina. En este complejo, APC
interactua con axina y con la participacion de dos cinasas de treonina/serina, CK1
(Casein kinase 1) y GSK3a/B (Glycogen synthase kinase-3 alpha/beta) la B-
catenina es fosforilada y posteriormente reconocida por B-TrCP (beta-transducin
repeat containing protein) que ubiquitina a B-catenina lo que la lleva a una
degradacion por proteosoma. Cuando esto sucede, Groucho se une en el nucleo
con el factor de transcripcion de células T (TCF) e inhibe la transcripcién de genes
blanco de WNT. Por el contrario, cuando el ligando WNT esta presente, se une al
complejo de receptores de membrana, Frizzled y LRP5/6 (Low-density lipoprotein
receptor-related protein 5/6) lo que activa la llamada via candnica. Frizzled
interacciona con Dishevelled (Dvl) que es una proteina que participa tanto en la
via canonica como en la via no candénica WNT/PCP (Planar cell polarity). La
funcién principal de Dvl es transferir la sefial de WNT y su receptor con los
componentes rio abajo en la via de senalizacién. Cuando WNT se une a su
complejo de receptores se fosforila Dvl y WNT controla la fosforilaciéon de LRP5/6
por Gsk3b y Ck1 lo que lleva al acoplamiento de Axina con LRP fosforilada. Este
acoplamiento permite la estabilizacion y acumulacién de [-catenina en el

citoplasma, su translocacion al nucleo y el desplazamiento de Groucho de su



interacciéon con TCF/Lef (Lymphoid enhancer factor) lo que permite la transcripcién

de genes blanco de WNT (22, 23) (Figura 1).

Frizzled

Whnt target gene !Ent target gane

Wnt OFF Wnt ON

Figura 1. Via canénica de WNT. Panel Izquierdo. Cuando no esté presente el ligando WNT, las
cinasas CK1 y GSK3 fosforilan a B-catenina la cual es reconocida por bTrCP, un miembro del
complejo de ubiquitinacion. Una vez que esto ocurre, -catenina es degradada por proteosoma.
Mientras tanto en el nudcleo, la unién de Groucho al factor TCF inhibe la transcripcion de genes
blanco de WNT. Panel Derecho. Cuando WNT se une al complejo de receptores Fzd/LRP la via
canonica se activa. En membrana también se encuentra el receptor LGR, al cual se unen los
miembros de la familia de R-Spondinas, lo cual potencia el efecto de WNT. En la parte interna de la
membrana Fzd interactia con Dvl, e induce la fosforilacion de LRP mediante CK1 y GSK3 lo que
regula el acoplamiento de Axina, y su reclutamiento lejos del complejo de destrucciéon lo que
permite la estabilizacion de B-catenina y su translocacién al nucleo donde desplaza a groucho y

promueve la transcripcion de genes blanco (imagen modificada de Clevers H).



La familia de las R-Spondinas

Existen moléculas agonistas que potencian la via de sefalizacion de WNT. En
este sentido, se conoce a las R-Spondinas (RSPO) una familia de proteinas de
secrecion descrita recientemente. Miembros de esta familia desempefan distintos
papeles durante el desarrollo embrionario y en diferentes desérdenes patoldgicos
tanto del desarrollo como en algunos padecimientos de la vida adulta, incluyendo
cancer y enfermedades fibrosantes (24,25).

En mamiferos se han descrito cuatro miembros (RSPO1-4), todos los cuales
potencian la via de sefalizacion WNT/B-catenina. El primer miembro de esta
familia fue descrito en 2002 (R-Spondin3) y fue descubierto a partir de una libreria
de DNA fetal de cerebro. Esta molécula fue llamada hPWTSR y se describié como
una proteina con una repeticion de trombospondina tipo 1 (26). En 2004 Kamata y
Katsube describieron a R-Spondin1; este grupo de investigacion estaba enfocado
al estudio del desarrollo embrionario del sistema nervioso central y encontraron un
gen que se expresaba transitoriamente en el desarrollo de este sistema en un
modelo murino, especificamente en la [amina plana del tubo neural, y la llamaron
R-Spondin (Roof plate-especific Spondin) (Figura 2) (27). Los otros dos miembros
de esta familia (R-Spondin2 y 4) fueron descubiertos en 2004 y 2006,
respectivamente (28,29).

Existen muchos indicios de la relacion funcional entre los miembros de RSPO y
WNT. Por ejemplo, cuando se describié RSPO1 se reportd que la expresion del
gen se redujo significativamente al ser evaluada en un modelo de doble KO de
WNT1/3a. RSPO2, a la que enfocamos este estudio, fue descubierta en 2004 en

un analisis de expresion de moduladores de la via de WNT/B-catenina en Xenopus
5



y en este estudio revelaron que XRSPO2 activaba la sefalizacion de -catenina y
potenciaba la actividad de B-catenina mediada por WNT. Ademas se encontré que

desempefiaba un papel esencial en el desarrollo embrionario de musculo (28).

Estructura de las R-Spondinas

Los miembros de esta familia se caracterizan por tener una secuencia sefial cerca
del extremo aminoterminal, dos repeticiones tipo furina y un dominio de
trombospondina (TSP). Este ultimo dominio hace que esta familia pertenezca a la
superfamilia de proteinas que contienen repeticion trombospondina tipo 1. La
region carboxilo-terminal presenta aminoacidos cargados positivamente y una

sefal de localizacion nuclear (27,30).

1 13 37 129 137 146 209 265
: 3 Z |-coon

e £ e Si
NH2- I I ECrpee a5 LR
NH2 -»i%:?’ﬁmnn (3241 T

signal sequence

N-GS TSP typel domain

Figura 2. Estructura primaria de R-Spondina1

Los 4 miembros de esta familia comparten una organizacién genética de 5 exones
y una similitud de aminoacidos de entre el 40% y 60%; ademas, comparten la
organizacion de dominios en la estructura proteica (Figura 3) (29). Diversos
estudios han demostrado la funcionalidad de los dominios en RSPO. En el dominio
aminoterminal se ha descrito una secuencia sefal para su salida de las células y
sus actividades extracelulares. Pero adicionalmente, se ha encontrado en el
dominio carboxiterminal una secuencia sefial de entrada y localizacion nuclear. Un
ensayo en células embrionarias de rindn humano (HeEK293 T) demostré la

actividad extracelular de R-Spondina2 que potenciaba la respuesta de TCF
6



cuando se coexpresaba con WNT-1, FZD-8 y LRP, sugiriendo que las R-
spondinas pueden mediar efectos de sefalizacion desde la superficie celular. Por
otro lado, la transfeccion de R-Spondina1 en células mesenquimatosas derivadas
de riidn de mono verde (COS7) mostré su localizacién en nucleo. Estudios in
vitro han demostrado que los dominios tipo furina son fundamentales para la
activacion de la via de senalizacion de WNT. El dominio TSP se une a heparina y
también es requerido para esta funcién dado que se ha demostrado que la pérdida

de este dominio reduce significativamente la sefializacion de WNT (31,32).
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Figura 3. Arquitectura de los dominios proteicos y localizaciéon cromosémica
de las R-Spondinas humanas. Se representan 3 tipos de dominios: dos
repeticiones tipo furina, un dominio trombospondina y un dominio rico en

aminodacidos basicos (imagen tomada de Kim, 2008).

Papel fisiologico de las R-Spondinas durante el desarrollo embrionario.
Es bien conocido que la via de sefalizacion de WNT es vital para el correcto
desarrollo embrionario. En este contexto, estudios de patrones de dinamica de

expresion de los miembros de RSPO en tejidos embrionarios junto con su



habilidad de potenciar la via de WNT sugieren que los miembros de esta familia
desempefan un papel fundamental en desarrollo. De hecho, los 4 miembros de
RSPO se expresan durante desarrollo embrionario, aunque cada uno de ellos
tiene patrones unicos de expresion y de funcion (1,33,34). Especificamente, R-
Spondina2 es necesaria para el desarrollo de extremidades, pulmones y foliculos
pilosos. En los inicios de su desarrollo embrionario, las 4 extremidades muestran
produccion de R-Spondina2 y 3, mientras que en los pulmones se expresa
exclusivamente R-Spondina2. El papel de este miembro de la familia de RSPO se
exploré en un modelo de raton con R-spondin2 mutada (RSPOtg) y en animales
con inactivacion dirigida para este gen (RSPO2-/-). Se observd que los ratones
con R-Spondina2 mutada desarrollan malformaciones severas en el tracto
respiratorio e hipoplasia pulmonar, mientras que los ratones deficientes de R-
Spondin2 presentaron problemas en el desarrollo de extremidades, como la
ausencia de garras y de osificacién de los huesos de las. Asimismo, se confirmé
su relacion con la via de WNT ya que al cruzar ratones RSPO2tg con ratones
mutantes para LRP6 los efectos patoldgicos se exacerbaron. Aun mas, cuando se
cruzaron ratones RSPO2tg con ratones reporteros de WNT se observé una
disminucién en la actividad de WNT del epitelio de ramificacion en las

extremidades distales (33,35-37).

Participacion de R-Spondina2 en enfermedades créonico-degenerativas.

En etapas adultas se ha descrito que la desregulacion de algunos miembros de la
familia de RSPO puede estar relacionada con distintas enfermedades. Por
ejemplo, evidencia experimental ha demostrado que la inducciéon exagerada de R-

Spondina2 durante una infeccidon con Citrobacter rodentum, bacteria causante de
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diarrea en raton, provoca en cepas susceptibles una respuesta proliferativa
mediada por WNT que afecta a las células de cripta en colon, lo que resulta en la
generacion de epitelio inmaduro y poco diferenciado con deficiencias en
componentes de transporte de iones (38,39). También se ha reportado que la
fusidén de genes de RSPO 2 y 3 esta presente en cancer colorectal en poblaciones
tanto norteamericana como japonesa. En este caso, la reduccion de RSPO2
correlaciona con la diferenciacion, tamafo tumoral y metastasis, mientras que su
sobreexpresion suprime la proliferacion y tumorigenicidad de esta neoplasia. La
disminucién de RSPO2 parece ser provocada por mecanismos epigenéticos, dado
que se ha relacionado con la hipermetilacion de su promotor (40).

Por otro lado, en un reporte reciente se encontré6 que RSPO2 esta implicado en la
proliferacion de queratinocitos, asi como en la patogénesis de las cicatrices
queloides que representan procesos fibroticos aberrantes. En este estudio se
observo un incremento en la expresion y secrecion de RSPO2 en cultivos de
fibroblastos y queratinocitos derivados de lesiones queloides, asi como un efecto
sinérgico de RSPO2 con WNT3 a través de WNT/B-catenina provocando un
aumento en la proliferacion de queratinocitos (41). Otra enfermedad fibrosante en
la que se ha reportado alteraciones en R-Spondin2 es la enfermedad de
Dupuytren’s que es una fibromatosis en manos y dedos que provoca la
contractura progresiva de las manos. En un estudio realizado en 960 personas con
enfermedad de Dupuytren’s con el objetivo de encontrar marcadores para esta
enfermedad se encontraron 11 polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs) como
factores de riesgo. Seis de estos polimorfismos se encontraron en genes

involucrados en la ruta de sefalizacion WNT/B-catenina, incluyendo WNT4,



RSPO2, y WNT7b (42). Sin embargo, hasta donde sabemos, no hay estudios que
aborden esta molécula en enfermedades pulmonares adultas.

En el contexto de estos hallazgos, planteamos la hipétesis de que RSPO2 podria
contribuir a la respuesta fibrética en FPI. Para probar esto, decidimos examinar la
expresion de RSPO2 y su receptor LGR6 en pulmones vy fibroblastos de FPI, y
evaluar el efecto de RSPO2 en fibroblastos de pulmones humanos normales y de
FPI. Inesperadamente, encontramos que RSPO2 induce un fenotipo antifibrético
en fibroblastos, inhibiendo la proliferacion, induciendo la apoptosis y disminuyendo

la expresidn de las moléculas de la matriz extracelular.
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Objetivo General
Evaluar la expresion de RSPO2 y su receptor en tejidos y fibroblastos
provenientes de pacientes con FPI y describir los efectos de esta proteina sobre

fibroblastos in vitro.

Objetivos Particulares:

Analizar la expresién y localizacion de RSPO2 y su receptor en tejidos obtenidos
de pacientes con FPI y controles.

Cuantificar la expresion de RSPO2 a nivel de gen y proteina en fibroblastos
obtenidos de pulmén de pacientes con FPI y controles.

Analizar el efecto de RSPO2 sobre fibroblastos pulmonares normales y derivados
de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica en:

Expresion génica global, proliferacion, apoptosis, expresion de colagena y
metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1)

Examinar el efecto de la inhibicion de RSPO2 en fibroblastos pulmonares
normales y provenientes de pacientes con FPI

Evaluar el efecto de RSPO2 en el proceso de transicion epitelio-mesénquima en

células epiteliales pulmonares estimuladas con RSPO2

11



Material y métodos

Obtencion de tejidos y células

Fragmentos de tejidos de biopsia que se realizan para propositos de diagnostico y
fibroblastos extraidos de los mismos, se obtienen en el INER con la aprobacion del

comité de ciencia y bioética, ademas del consentimiento firmado por los pacientes.

PCR tiempo real

Para este analisis se extrajo el RNA total de 4 tejidos de FPI y de 4 tejidos de otras
enfermedades fibrosantes pulmonares (no-FPl) mediante el uso del reactivo
TRIzol™ (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY). EIl RNA de pulmones
control se obtuvo de dos RNAs de pulmones humanos normales comerciales
(Ambion AM7968, Agilent 540019). Asimismo, se obtuvo el RNA de 5 cultivos
primaros de fibroblastos derivados de FPl y tres de cultivos primarios de
fibroblastos pulmonares humanos normales. EI RNA se traté con transcriptasa
reversa para obtener cDNA y el PCR en tiempo real se realizé utilizando el
Sistema Step One Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se
utilizaron sondas TagMan etiquetadas con FAM para RSPO2 (Hs00379983_m1),
Stratifina (SFN Hs00968567_s1), Colagena 1a1 (Hs00164004_m1) y el receptor
LGR6 (Hs00663887 _m1). Como controles enddgenos se utilizaron RNA ribosomal
18S (4352930E) y POLR2A (Hs00172187_m1). La PCR se realiz6 en una
reaccion de 15-ul de volumen que contenian 2 ul de cDNA y 13 ul de Master Mix
(Applied Biosystems); las condiciones para la PCR fueron 2 minutos a 95°C

seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y un minuto a 60°C. Todas las
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PCRs se realizaron por triplicado, y los resultados se expresaron como 2-AcT

normalizados con 18s o PolR2A (43).

Inmunohistoquimica

La localizacion de RSPO2y LGR6 se examiné en 4 pulmones de FPl y 3
pulmones normales. El analisis inmunohistoquimico se realizé como se ha
descrito previamente (44). Brevemente, secciones de pulmoén se incubaron a
4°C toda la noche con uno de los siguientes anticuerpos primarios
monoclonales: anti-RSPO2 [Abcam/ab73761 (1:100)], anti-LGR6
[Abcam/ab126747 (1:50)]. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo
secundario biotinilado seguido de estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano (BioGenex, San Ramon, CA). Como sustrato se utilizé 3-Amino-9-

etilcarbazol en buffer de acetato que contenia 0.05% H202. Para los controles

negativos, el anticuerpo primario se reemplazé con suero no inmune.

Secuenciacion de RNA de siguiente generacién (RNA-seq)

Los efectos de RSPO2 en la expresion génica global se examinaron en dos
lineas celulares de fibroblastos primarios de pulmones de FPl y dos de
pulmones normales humanos pareados por edad. Los fibroblastos se
estimularon con 10 ng/mL de RSPO2 recombinante humana (rhRSPO2) en
medio Ham F-12 sin suero durante 24 horas y luego se extrajo el RNA total
usando el reactivo TRIzol™. La concentracion y calidad del RNA se
determind mediante una combinacién de espectrofotometria (ND-1000

UV/Vis Spectrophotometer, NanoDropTecnologies USA) y electroforesis
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capilar automatizada usando Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, CA). Los valores de RIN obtenidos fueron superiores a 8.0
en todos los casos. La secuenciacion masiva de RNA se realiz6 en
NextSeq500 (lllumina). Brevemente, se elimin6 el RNA ribosémico y las
bibliotecas se crearon por rtPCR con kits comerciales (TruSeq Total RNA
Ribo-Zero) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los datos fueron
normalizados y procesados utilizando el protocolo descrito por Trapnell et al
(45), con herramientas de codigo abierto TopHat2, Cufflinks y Cuffdiff2 (45-
47) para reconstruir el transcriptoma en cada condicion y obtener los genes
con expresion diferencial significativa (veces de cambio >1.5 y p <0.05).
Estos genes se clasificaron y analizaron con Ingenuity Pathway Analysis
(IPA, Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com), GATHER genoma
(http://gather.genome.duke.edu/) y con Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) (48,49). Estos analisis tienen como objetivo identificar no solo genes
codificantes sino también no-codificantes, reguladores, funciones y vias de

acuerdo con los cambios producidos por RSPO2.

Arreglo de WNT

Se estimularon fibroblastos normales de pulmén humano y de FPI con
rhRSPO2 (10 ng/ml) en medio Ham F-12 sin suero durante 24 horas y se
extrajo el RNA total usando el reactivo TRIzol™. La expresion de los genes
relacionados con WNT se midié usando el arreglo de sondas TagMan de la
via de sefnalizacion de WNT (TagMan Array Human WNT Pathway 4414100;
Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, se usaron placas de 96 pozos que contenian 92 sondas para
14



sefalizacién de WNT y cuatro sondas para controles endégenos. La reaccién
se llevo a un volumen final de 20 pl, las condiciones de ciclaje fueron 2 min a
50 °C, 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15s a 95 °C y 1 min a 60 °C.
Los datos se analizaron con el software Data Assists V3.01 (Applied

Biosystems).

Western blot

Se estimularon fibroblastos de pulmoén con FPI y normales con rhRSPO2 (10 ng /
ml) en medio Ham F-12 libre de suero durante 24 horas y se lisaron con reactivo
RIPA (Tris « HCI 50 mM, pH 8, NaCl 150 mM, Nonidet 1% P-40, 0,1% de SDS, 1%
de Triton X-100, 1 mM de NaF, 1 mM de Na3vO4, 1 mM de
fenilmetilsulfonfluoruro, 1 pg / ml de leupeptina, 1 ug / ml de aprotinina). En
paralelo, se obtuvieron los medios condicionados de los fibroblastos, se
concentraron por liofilizaciéon y se reconstituyeron en agua. La concentracion de
proteina se cuantifico usando el ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules CA). Se
mezclaron alicuotas que contenian 20 ug de proteina de extractos totales y 12 ug
de medio con buffer Laemmli y se separaron por electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% como se ha reportado previamente (50). Las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa bloqueadas con leche descremada al
5% durante 1 hora y se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpo monoclonal
de raton anti-14-3-3sigma (Stratifina, 1:1000, ab14123; abcam Inc. Cambridge, MA
EE. UU.), anti-pro-caspasa-3, 1:500 (BioLegend 622701, San Diego CA) y Anti-
WNT16 1:1000 (ab109437; abcam Inc. Cambridge, MA, EE. UU.) para extractos

celulares totales y anti-MMP-1 policlonal de conejo (2 pg / ml; Abcam ab38929)
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para medios condicionados. Los anticuerpos se detectaron usando IgG anti-raton
conjugada con peroxidasa de rabano o anticuerpos IgG anti-conejo (Invitrogen Life
Technologies) durante 1 hora a temperatura ambiente y se visualizaron mediante
el sistema ChemiDoc XRS + (Bio-Rad) con sustrato de alta sensibilidad Super
Signal West Femto Maximum (Thermo Scientific Rockford, IL EE. UU.). La
deteccion de B-tubulina (1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) se
utilizé como control de carga para 14-3-3sigma y la de B-actina (1: 500; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) para procaspasa-3 y WNT16 en extractos
celulares totales. El analisis de densitometria se realizé con el programa Image

Lab (Bio-Rad).

Ensayo de tasa de crecimiento

Se sembraron fibroblastos de pulmdén humano normales y derivados de FPI en
placas de cultivo de 96 pozos a una densidad celular de 10x103 y se incubaron en
medio Ham F-12 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% en
condiciones estandar. Después de 24 h, el medio se reemplazé por medio Ham F-
12 suplementado con SFB al 2% solo o con rhRSPO2 (10 ng / ml) y las células se
mantuvieron en cultivo durante 24 o 48 h. El crecimiento celular se determino
usando el reactivo de proliferacion celular WST-1 (Boehringer, Mannheim,
Alemania) como se describe (51). En experimentos paralelos, los fibroblastos se
pretrataron con el inhibidor de WNT IWP-2 (Selleckchem, Alemania) durante 24 h,
y se estimularon con RSPO2 (10 o 100 ng / ml) durante 24 o0 48 h. IWP-2 es un
inhibidor general de la via de WNT que inactiva Porcn, una O-aciltransferasa unida

a la membrana, e inhibe selectivamente la palmitoilacion de WNT. IWP-2 bloquea
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la fosforilacion dependiente de WNT del receptor Lrp6 y Dvi2, y la acumulacién de
B-catenina.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Ensayo de proliferaciéon celular

Fibroblastos pulmonares se cultivaron y sembraron en placas de cultivo de 96
pozos a una densidad de 10X10® y se incubaron en medio Ham’'s F-12
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) en condiciones de crecimiento
estandar. Después de 24 horas, el medio se substituyd por Ham's F-12
suplementado con 2% de SFB solo o con rhRSPO2 (10ng/ml), y las células se
mantuvieron en cultivo por 24 o 48 horas. La proliferacion celular se midio
utilizando el ensayo de proliferacion CyQUANT(Thermo Scientific Rockford, IL
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, al terminar el tiempo
de estimulo, el medio se removié invirtiendo gentilmente la placa y se lavo con
PBS; posteriormente, las células se congelaron a -70 °C y se guardaron hasta su
uso. En el dia de la lectura, la placa se descongel6 a temperatura ambiente y se
agregaron 200 pl del buffer de lisis CyQUANT (1:400, CyQUANT ® Cell
Proliferation assay Kit, INVITROGEN, Molecular Probes, Inc. OR, USA) a cada
pozo mezclando gentilmente. Las muestras se incubaron 5 minutos a
temperatura ambiente, protegidas de la luz y la fluorescencia emitida se midio
en un lector de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments, Inc. VT, USA) con

480 nanometros (nm) de excitacion y 520 nm de emision.

Ensayo de apoptosis
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Para evaluar el efecto de RSPO2 en apoptosis, los fibroblastos se cultivaron en
placas de 6 pozos a una concentracion de 3X10° en condiciones estandar con
medio Ham’s F-12 suplementado con 10% SFB; 24 horas después se sustituyo
el medio por Ham’s F-12 sin SFB y los fibroblastos se estimularon con rhRSPO2
(10 ng/ml) por 24 horas. La apoptosis se examin6 con el ensayo de union a
Anexina V-loduro de Propidio (IP), seguido por un analisis en citometria de flujo
(Annexin V-PE Apoptosis detection kit; BD Pharmingen, San Diego, CA) como
se ha reportado previamente (50). Las células se adquirieron en un citdmetro
FACSAria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Se determiné el porcentaje de
células Anexina-positivas/IP-negativas en la poblacion celular total. Los datos se
analizaron utilizando el software FlowdJo 7.8 (Stanford University, Stanford, CA).

Células epiteliales A549 (ATCC) se sembraron en placas de 12 pozos (Corning,
inc. NY) con medio de cultivo F-12 con 2% de SFB, las células se estimularon
con 100 ng/mL de RSPO2, 100 ng/ml de WNT3a y una combinacion de RSPO2
y WNT3a (100ng/ml C/U). Ademas se indujo apoptosis incubando las células
con TNFalfa (20 ng/ml) e IFN gama (50 ng/ml) por 72 hrs. (H). La apoptosis se
evalué mediante un ensayo de unién a Anexina V-loduro de Propidio (IP), como
se describio seguido por un analisis en citometria de flujo (Annexin V-PE
Apoptosis detection kit; BD Pharmingen, San Diego, CA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las células se adquirieron en un citobmetro

FACSAria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Deteccion de Colagena
La colagena soluble se cuantific6 en medios condicionados de fibroblastos

utilizando el ensayo de colagena Sircol (Biocolor Ltd. County Antrim, UK) (50).
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Para estos experimentos, fibroblastos normales y de FPI se cultivaron con o sin
rhRSPO2 (10 ng/ml) y después de 24 horas se colectd el medio condicionado
(MC), se concentré6 mediante liofilizacion y se reconstituyé en agua destilada.
Posteriormente, se agregdé 1 ml de rojo de Sirio a 100 ul de MC y se mezclo 30
minutos a temperatura ambiente. Después se centrifugo a 12,000xg por 10
minutos y el colorante unido a la colagena se disolvié con 250 ul de reactivo
Alkali y se transfirieron 200 ul a pozos individuales de una placa de 96 para
medir la absorbancia a 555 nm en un lector de placas (Synergy HT, BioTek
Instruments, Inc. VT, USA). Los resultados se expresaron como porcentaje de

colagena por ug de proteina.

Transfeccion celular

Fibroblastos pulmonares humanos se transfectaron con 2 ug de plasmido
shRNA (Sc-108060, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) que contiene RNA de
horquilla corta (shRNA por sus siglas en ingles “Short hairpin”) que codifica para
secuencias aleatorias de RNA como control negativo o 2 pg de plasmido
shRNA R-Spondina 2 (sc-76307-SH, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) utilizando
el kit Amaxa Basic Nucleofector para fibroblastos primarios mamiferos (Lonza,
Cologne, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, en
una placa de 6 pozos se agregaron 1.5 ml de medio Ham’s F-12 10 %SFB y se
colocaron en incubadora humidificada a 37 °C/5% CO2 para
equilibrar/preincubar; posteriormente se colectaron los fibroblastos con tripsina y
se determind su densidad celular. Se centrifugaron 400,000 células por muestra
a 90xg durante 10 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente el boton
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celular se resuspendié cuidadosamente en 100 pl de solucién de Nucleofector a
temperatura ambiente, y se combiné con el plasmido de shRNA de secuencias
aleatorias y el plasmido shRNA R-Spondina 2, respectivamente. Después se
transfirieron las células/DNA en una cubeta certificada que se colocd en el
nucleofector y a la cual se le aplico el programa U-023; al terminar el programa
se agregaron 500 ul del medio de cultivo preequilibrado y la muestra se transfirio
cuidadosamente a la placa de 6 pozos. Después de la nucleofeccion, las células
se incubaron bajo condiciones estandar por 48 horas, y al terminar este periodo
de tiempo se comenzé con la seleccién con puromicina para lo cual el medio se
aspird y se reemplazé con medio fresco que contenia puromicina (2 ug/ml); este

medio fue reemplazado con medio selectivo preparado en fresco durante 5 dias.

Analisis estadistico
Los resultados se presentan como promedio + desviacion estandar. Las
diferencias se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Los valores de

probabilidad <0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

R-Spondina 2 y su receptor LGR6 se encuentran sobreexpresados en
pulmones de FPIl y se localizan en fibroblastos y células epiteliales

Lo primero que investigamos fue si existian diferencias en la expresion de R-
Spondina 2 y su receptor LGR6 entre pulmones de pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica y controles. Para esto, ambos genes fueron cuantificados por
PCR en tiempo real en tejidos de FPI (n=4) y no-FPI (n=4; dos con neumonitis
cronica por hipersensibilidad y dos con fibrosis pulmonar asociada a
enfermedades autoinmunes). Estos pulmones se utilizaron porque ambos
padecimientos representan formas graves de fibrosis, pero asociadas a procesos
inflamatorios cronicos y por lo tanto patogénicamente diferentes a FPl. Ademas se
usaron como controles RNA de dos pulmones normales. Como se muestra en la
Figura 4A y 4B ambos genes se encuentran altamente expresados en pulmones
de FPI mientras que en pulmones normales o tejidos de enfermedades

intersticiales pulmonares no-FPI practicamente no se observé sefial.
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Figura 4. Niveles de expresion de R-Spondina 2 y LGR6 en pulmones de FPI y
controles. La expresion génica de RSPO2 (panel A) y su receptor LGR6 (panel B) se
cuantific6 mediante PCR en tiempo real en RNA total de pulmones normales, enfermos
con enfermedades fibrosantes diferentes a FPI, y con FPI. Los datos (promedio + D.E.)

estan expresados utilizando 2-ACt normalizados con 18s

A continuacién examinamos la localizacion celular de RSPO2 y LGR6 mediante
tincion inmunohistoquimica utilizando anticuerpos especificos para ambas
proteinas. Como se ilustra en la Figura 5, tanto el ligando como el receptor se
encontraron principalmente en focos de fibroblastos y células del epitelio bronquial
y alveolar en pulmones de FPI. En cambio, ni RSPO2 o LGR6 fueron observadas

en tejido pulmonar normal, lo que corrobora los datos encontrados de expresién.
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Figura 5. Localizacion celular de RSPO2 y LGR6 en tejido pulmonar. Se
muestran imagenes representativas de inmunolocalizacion de RSPO2 y LGR6 en
pulmones normales y de FPI. Se observa una fuerte tincion de RSPO2 (paneles A, B y C)
y LGR (paneles D y E) en células epiteliales y fibroblastos (flechas negras) en tejidos de
FPI. No se observo tincion en pulmones normales para RSPO2 asi como tampoco para
LGR6 (paneles F, G). Suero no inmune se utiliz6 como control negativo (H). Esta figura

ejemplifica los resultados obtenidos con 4 tejidos de FPI y 3 tejidos normales.
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La expresion del gen de RSPO2 se encuentra incrementada en fibroblastos
de FPI

Los fibroblastos/miofibroblastos que se encuentran en los focos de fibroblastos
tienen un papel crucial en el remodelamiento pulmonar anormal que se observa en
FPI. Como nuestro analisis inmunohistoquimico demostr6 que RSPO2 es
expresada por esas células in vivo, a continuacion decidimos examinar su
expresion in vitro. La expresiéon génica de RSPO2 se cuantific6 mediante qPCR en
fibroblastos derivados de FPI (n=5) y pulmones humanos normales (n=3). Como
se ilustra en la Figura 6A RSPO2 se encuentra incrementada significativamente
en fibroblastos de FPI cuando los comparamos con pulmones control (p<0.05). En
contraste, la expresidon del receptor LGR6 es heterogénea y no se encontraron

diferencias significativas (Figura 6B).
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Figura 6. Niveles de expresion génica de RSPO2 y LGR6 en fibroblastos de
FPl y de pulmones normales. (A) La expresion génica de RSPO2 se cuantificd
mediante PCR en tiempo real en RNA total de fibroblastos pulmonares de FPI (n=5) y
normales (n=3). Los datos (promedio + D.E.) estan expresados utilizando 2-ACt
normalizados con PolR2a *p<0.05. (B) No se observaron diferencias en la expresion del

receptor LGR6.
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R-Spondina 2 modifica el perfil de expresion general en fibroblastos
pulmonares humanos normales y de FPI

Para obtener una mejor vision acerca del posible papel de RSPO2 en esta
enfermedad, fibroblastos pulmonares derivados de FPI y de pulmones normales,
seleccionados por su alta expresion de LGR6, fueron estimulados con rhRSPO2
(10 ng/ml) durante 24 hrs y realizamos un analisis de perfil de expresion basado
en secuencias de RNA mediante un protocolo extensamente utilizado (45).
Manejando niveles de expresion 2 1.5 veces de cambio como un corte arbitrario,
encontramos que rhRSPO2 modifica la expresién de al menos 1960 genes en
fibroblastos de FPI (1540 sobreregulados) y 400 en fibroblastos normales (214
sobreregulados), observando también que la respuesta transcripcional fue

esencialmente distinta (Figura 7).

NORMAL FPI

Figura 7. Diagrama de Venn. Se muestra el numero de genes diferencialmente

expresados por la estimulacién con rhRSPO2 en fibroblastos normales y de FPI.

Con el fin de determinar las vias de sefalizacion enriquecidas, los genes
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diferencialmente expresados (GDE) obtenidos de la secuenciacion de RNA fueron

utilizados como entrada para dos herramientas de analisis diferentes: IPA

(Ingenuity Pathway Analysis) y GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). A través de

estos analisis encontramos que solamente en fibroblastos de FPI, el estimulo con

rhRSPO2 modifica la expresion de genes involucrados en la sefializacién de WNT,

principalmente de la via no candnica, mientras que tanto en fibroblastos normales

como de FPI, modifica la expresion de genes relacionados con el ciclo celular y

apoptosis, entre otros (Tabla 1).

Normal lung fibroblasts

IPF fibroblasts

WNT

WNT5B (1.6), WNT9A (1.6), WNT16 (2.15),
DKK1 (1.81), FZD5 (1.68), FZD8 (2.22),

WISP2 (2.03)

Cell Cycle

CDCA3 (1.6), CDC20(18.5),

SPDYA (-24), CDCA?7 (-2.36)

CDC20 (2.66), CDC25A (1.85), CDC25C
(2.4), CDC34 (1.66), CDC37 (1.50), CDC45
(3.35), CDC6 (2.24), CDCA3 (1.78), CDCA4
(1.82), CDCAS5 (2.39), CDCA7 (4.04), CDCAB

(2.18), SFN (64.5)

Apoptosis

APITD1-CORT (2.83), BCL2

(-2.17), BAG5 (-1.83)

SFN (64.5), AEN (1.52), AIFM2 (1.72),
CASP5 (24.7), NAIF1 (1.56), SIVA1 (1.65),

THAP3 (1.75)

Tabla 1. R-Spondina 2 modifica la expresiéon de genes que pertenecen a la

via de senalizacion de WNT en fibroblastos derivados de FPI. Entre paréntesis

se muestran las veces de cambio comparadas con el control.
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Es bien conocido que la union entre los miembros de la familia R-Spondinas y la
familia de receptores LGR facilita la activacion de la ruta de WNT por la
estabilizacién de sus coreceptores. Sin embargo, no se ha reportado que RSPO2
incremente la expresidén de ligandos de WNT como encontramos con la
secuenciacion del RNA. Por lo tanto, para corroborar estos cambios cuantificamos
la expresion génica de miembros y modificadores de esta ruta de sehalizacion,
incluyendo moléculas de las familias de frizzled, disheveled y antagonistas como
elementos de la familia de frizzled secretados y de la familia de inhibidores de la
via de sefalizacion WNT como dickkopf (DKK) mediante un “Arreglo de la via
WNT con sondas TagMan®” utilizando el Software DataAssist v3.01 (Applied
Biosystems). Nuestros resultados confirmaron que rhRSPo2 modifica la expresion
de varios genes de la ruta de WNT en fibroblastos de FPI, principalmente aquellos
involucrados en vias no canonicas incluyendo la sobre-expresion de WNTS5B,
WNT9A y WNT16 (Figura 8A). Ademas, la proteina de polaridad de segmento
Dishevelled (DVL1) y DKK2 también se encontraron sobreexpresadas, mientras
que WNT11 y WISP1 (WNT-1 inducible signalling pathway protein 1) estan
disminuidas. Asimismo, al igual que lo observado con RNAseq, rhRSPO2 no tuvo
ningun efecto sobre los miembros de la via de WNT en fibroblastos humanos
normales. Para corroborar estos datos a nivel proteico, evaluamos la expresion de
WNT16 por Western blot, y como se muestra en la Figura 8B, la estimulacion de
fibroblastos de FPI con rhRSPO2 incrementd la concentracion de proteina. En
contraste, y concordando con los datos previos de RNA-seq, no encontramos

WNT16 en fibroblastos humanos normales.
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Figura 8. rhRSPO2 modifica la expresion de genes de la via de WTN. (A)

Fibroblastos de FPI fueron estimulados con rhRSPO2 y se midid la expresién de 92
genes de la via de WNT mediante TagMan Array Human WNT Pathway. Las flechas rojas
sefalan algunos genes sobreregulados y las flechas verdes algunos sub-regulados. (B)

Western Blot que confirma el incremento de la proteina WNT16 en fibroblastos de FPI.

R-Spondina 2 modifica la expresion de genes involucrados en ciclo celular

Los resultados obtenidos mediante RNAseq mostraron que una gran cantidad de
genes relacionados con el ciclo celular fueron desregulados por RSPO2,
sugiriendo que puede modular la proliferacién y muerte celular. Como se ilustra en

la Tabla 1 y en la Figura 9A, uno de los genes mas altamente sobreexpresados
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fue estratifina (SFN o proteina 14-3-3 sigma), que es un fuerte regulador negativo
de la progresion del ciclo celular (52, 53). Este hallazgo se validé6 mediante qPCR,
la cual demostré6 que RSPO2 incrementa la expresion de SFN en fibroblastos de
FPI pero no en fibroblastos normales (Figura 9B). El incremento de ésta proteina
fue corroborada posteriormente mediante Western Blot (Figura 9C).

Igualmente, uno de los genes que se encontraron mas disminuidos en fibroblastos
normales de pulmén con el estimulo de RSPO2 fue el miembro A de la familia
reguladora de ciclo celular Speedy/RINGO (SPDYA, Tabla 1). Se ha reportado
previamente que la inhibicién de este gen reduce la proliferacion celular e induce

apoptosis. (54, 55).
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Figura 9. R-Spondina 2 modifica la expresion de Stratifina (SFN) en
fibroblastos pulmonares de FPI. (A) Imagen obtenida del andlisis de IPA con datos
de RNAseq que muestra una fuerte sobreregulacion de SFN. SFN activa la via de arresto
de ciclo celular en G2 (B) Expresion génica de SFN cuantificada mediante qPCR
corroborando el efecto de rhRSPO2 observado en los datos de secuenciacion. Se
muestra el promedio + D.E. de tres experimentos independientes. Los datos estan
expresados mediante 2ACt normalizados con PolR2a; *p<0.05. (C) R-Spondin2
incrementa la concentracién de estratifina. La proteina se analizé mediante Western Blot

en 3 cultivos primarios de fibroblastos de FPI utilizando p-tubulina como control de carga.
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R-Spondina 2 disminuye la proliferacién de fibroblastos

Los gene relacionados con ciclo celular que encontramos ya sea sobre o
subexpresados indican que RSPO2 posee actividad antiproliferativa en
fibroblastos normales y de FPI. En este contexto, nos decidimos a determinar si
RSPO2 tiene un efecto inhibitorio en proliferacion de fibroblastos in vitro. Lo
primero que se hizo fue examinar el efecto de diferentes concentraciones de
rhRSPO2 (1, 10 y 100 ng/ml, Figura 10), y encontramos que la mejor respuesta se

obtiene con las ultimas dos dosis.
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Figura 10. Curva dosis-respuesta utilizando tres concentraciones de rhRSPO2 1, 10 y

100 ng/ml. La tasa de crecimiento se evaluo mediante el reactivo WST-1. *p<0.01

Por lo tanto, estimulamos fibroblastos normales y derivados de pacientes con FPI
con rhRSPO2 con 10 y 100 ng/ml y examinamos la proliferacion celular con el
ensayo WST-1. Encontramos que la estimulacion con rhRSPO2 en fibroblastos
normales (n=3) y de FPI (n=3) reduce de manera significativa el crecimiento
celular a 24 y 48 hrs (Figuras 11A y 11B). Para probar si este efecto era
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dependiente o0 no de WNT, en experimentos paralelos los fibroblastos fueron
tratados primero con IWP-2 el cual inhibe la activacion de la via de sefalizacion
WNT/B-catenina. Como se muestra en las Figuras 11C y 11D, IWP-2 disminuye
de manera marginal el crecimiento celular a las 48 hrs, pero no afecta el efecto
inhibitorio de RSPO2. Para corroborar si la estimulacion con RSPO2 tiene efectos
antiproliferativos, determinamos el rango de proliferacion en fibroblastos normales
y de FPI mediante CyQuant utilizando 10 ng/ml de rhRSPO2. Con este
experimento también observamos una fuerte reducciéon en la proliferacién de
fibroblastos, tanto normales como de FPI, la cual no se modificdé con el

pretratamiento con del inhibidor de WNT (Figuras 11E y 11F).
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Figura 11. R-Spondin 2 reduce la tasa de crecimiento de fibroblastos. En
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fibroblastos normales (A) y de FPI (B) se midi6 la tasa de crecimiento en células sin tratar
o estimuladas con RSPO2 (10, 100 mg/ml) mediante el reactivo WST-1 a 24 y 48 hrs de
cultivo. Los datos se presentan como promedio + D.E. de dos experimentos
independientes. Los fibroblastos fueron pretratados 24 hrs con IWP-2, que es un inhibidor
general de la via de WNT (C, D) y posteriormente estimulados con rhRSPO2. La tasa de
proliferacién se cuantificé en fibroblastos normales y de FPI estimulados con RSPO2
mediante el reactivo CyQuant (E, F). Los datos se presentan como promedio + D.E. de

dos experimentos independientes.

R-Spondina 2 induce apoptosis en fibroblastos pulmonares

Los analisis de IPA mostraron que RSPO2 modifica diferentes genes relacionados
con apoptosis (Tabla 1). Por ejemplo, en fibroblastos de FPI, ademas de SFN,
esta molécula induce un incremento de otros genes proapoptoticos como caspasa
5 (CASP5). En fibroblastos normales disminuye la expresion de genes
antiapoptoéticos como BCL-2 (B-cell lymphoma) y BAG5 (BCL2 Associated
Athanogene 5); Ademas induce la expresion de genes proapoptéticos APITD1-
CORT (APITD1: apoptosis-inducing, TAF9-like domain; CORT:cortistatin).

Para probar si estos cambios resultan en actividad proapoptética, medimos la
muerte celular mediante un ensayo de Anexina V/IP en citometria de flujo en dos
lineas de fibroblastos normales y dos de FPl. Como se muestra en la Figura 12A,
RSPO2 incremento de manera significativa la apoptosis (anexina V positiva/IP
negativa, cuadrante inferior derecho) tanto en fibroblastos normales como
derivados de FPI (Figura 12B y 12C). Para fortalecer este hallazgo, la caspasa-3
activa se midi6 por Western Blot y como se muestra en la Figura 12D, el

tratamiento con RSPO2 incrementa la expresion de procaspasa-3 y caspasa-3
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activa en fibroblastos normales y de FPI.
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Figura 12. R-Spondina 2 induce apoptosis en fibroblastos normales y de FPI.
La muerte celular se midid en fibroblastos normales y de FPI estimulados con rhRSPO2
(10 ng/ml) por 24 hrs. La apoptosis se monitoreo mediante anexina V etiquetada con un
fluorocromo/loduro de propidio. (A) Grafico de dispersion del analisis de citometria de
flujo mostrando el incremento de la tincion con Anexina V en fibroblastos normales y de
FPI tratados con rhRSPO2. El promedio de dos experimentos independientes con
fibroblastos normales se muestra en el panel B y el de tres experimentos independientes
con fibroblastos de FPI en panel C. (D) Analisis de Western Blot para la deteccién de
caspasa-3. Lisados totales de células de fibroblastos normales y de FPI fueron inmuno-
conjugados con anticuerpos para detectar caspasa-3 y -actina como control de carga.

RSPO2 indujo un incremento en la expresion de la proteina de procaspasa-3 y caspasa-3.
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R-Spondina 2 disminuye la produccion de colagena e incrementa la
expresion de metaloproteasa de matriz (MMP)-1

Debido a que RSPO2 mostré posibles funciones antifibroticas al reducir la
proliferacion e inducir apoptosis de fibroblastos, decidimos investigar si esta
molécula también tiene un efecto en la produccion de colagena. Para esto,
fibroblastos normales y de FPI fueron estimulados con rhRSPO2 (10 ng/ml) por 24
hrs, y la expresion de colagena tipo 1a1 se examind mediante gPCR.
Adicionalmente, medimos la produccion de colagena utilizando el ensayo de Sircol
en medios condicionados (M.C.). Como se muestra en la Figura 13A, RSPO2
disminuye de manera significativa la expresion de colagena tipo 1a1, tanto en
fibroblastos normales como de FPI. Igualmente, los fibroblastos estimulados con
rhRSPO2 mostraron una disminucion significativa en la cantidad de colagena
detectada en M.C. de 11.9 + 1.6 a 4.0 + 2.7% por pg proteina en fibroblastos
normales (p<0.01), yde 12.4 + 6.0 a 3.6 + 1.8% por ug proteina; en fibroblastos de

FPI (p< 0.05; Figura 13B y 13C).
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Figura 13. R-Spondina2 disminuye la producciéon de colagena (A) Fibroblastos
normales y de FPI fueron estimulados con rhRSPO2 (10 ng/ml) y se determiné la
expresion de colagena mediante qPCR normalizado con PolR2a. (B y C) La produccion
de colagena se midié en medios condicionados de células con el ensayo colorimétrico
Sircol. Los resultados estan expresados como porcentaje de colagena/ug de proteina de

dos experimentos independientes *p<0.05; **p<0.01.

Por otro lado, se ha demostrado previamente que SFN, un gen altamente sobre-
regulado en fibroblastos de FPI tratados con RSPO2, estimula la expresiéon de
MMP-1, que es la mayor enzima degradadora de colagenas fibrilares (56). Con
base en esta informacion, también examinamos el efecto de la estimulacion con
rhRSPO2 en la induccion de esta enzima en dos lineas de fibroblastos primarios

obtenidos de FPI. Para este propdsito, se usaron 12 ug de proteina total de los
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M.C. y el analisis se hizo por Western blot. Como se muestra en la Figura 14,

RSPO2 incrementa la secrecion de MMP-1 en los M.C.
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Figura 14. R-Spondina2 incrementa la secrecion de MMP-1. La concentracion de
MMP-1 se midié6 por Western Blot de medios condicionados de fibroblastos de FPI
estimulados con 10 ng/ml de rhRSPO2 por 24 horas. Se cargaron 20 pg de proteina total

en cada carril.

Efecto del silenciamiento de R-Spondina 2 en la proliferacion y expresion de
estratifina, colagena y MMP-1 por fibroblastos pulmonares humanos

Para corroborar el efecto de RSPO2 en la regulacion del comportamiento de los
fibroblastos pulmonares, decidimos silenciar el gen transfectando un shRNA que
apunta especificamente a RSPO2. Después, analizamos la proliferacion de los

fibroblastos, asi como la expresion de SFN, colagena y MMP-1. Como se muestra
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en la Figura 15A, la transfeccion de fibroblastos con shRNA R-Spondina 2
(shRSPO2) se asocia con un incremento en la proliferacion comparada con los
fibroblastos transfectados con shRNA aleatorio (shRNA control). Cuando las
células silenciadas con shRSPO2 o shRNA control se trataron con 10 o 100 ng/ml
de rhRSPO2 observamos nuevamente una disminucion significativa en la tasa de

crecimiento (Figura 15B y 15C).
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Figura 15. Efectos de silenciamiento de R-Spondina2 en proliferacion de
fibroblastos. (A) Los fibroblastos transfectados con shRNA para RSPO2 (shRSPO2)
mostraron un incremento en la tasa de crecimiento comparados con los transfectados con
shRNA aleatorio (shCtrl). (B y C) EI tratamiento con rhRSPO2 disminuyo
significativamente la tasa de crecimiento tanto en fibroblastos transfectados con shCtrl (B)

como en aquellos transfectados con shRSPO2 (C).
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Finalmente, con relacion a la expresion de las moléculas blanco seleccionadas, los
fibroblastos con RSPO2 silenciada, tanto normales como de FPI mostraron efectos
opuestos a aquellos observados con la estimulacién con rhRSPO2. Asi, los
fibroblastos de FPI mostraron un incremento en la expresién de colagena (Figura
16A), y una disminucion en la expresion de SFN y MMP1 (Figura 16B y 16C). En
fibroblastos normales, encontramos incremento en la expresion de colagena, sin

cambios en la expresion de SFN o MMP-1 (Figura 16 D-F).
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Figura 16. Efectos de silenciamiento de R-Spondina2 en expresion de moléculas
blanco. (A y B) Expresion génica de colagena 1a1 y SFN en fibroblastos de FPI, datos
normalizados con PolR2a. (C) Western Blot de MMP-1 en medios condicionados de
fibroblastos de FPI. (D y E) Expresion génica de colagena 1a1 y SFN en fibroblastos
normales transfectados, datos normalizados con PolR2A. (F) Western Blot de MMP-1 en

medio condicionado de fibroblastos pulmonares normales. *p<0.01; **p<0.05

Efecto de R-Spondina 2 en células epiteliales alveolares

Debido a que encontramos que RSPO2 y su receptor estan presentes in vivo en el
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epitelio de pacientes con FPI decidimos investigar si esta proteina modificaba el
comportamiento de este tipo celular, en particular de la transicion epitelio
mesénquima (TEM). Para esto, se cultivaron células epiteliales A549 y se
estimularon 72 hrs con 2 ng/ml de TGF-B (un fuerte inductor de TEM), 10 ng/mL
de rhRSPO2, 100 ng/mLWNT3a y una combinacion de RSPO2 y WNT3a (10ng-
100ng, respectivamente). El estimulo de TGF-B, provocd disminucion en la
expresion de E-caderina que es un marcador fenotipico de células epiteliales
mientras que el estimulo con RSPO2 y WNT3a no mostrd ningun efecto en la

expresion de esta proteina (Figura 17).
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Figura 17. La concentracion de E-caderina se determind mediante Western Blot de

extractos totales de células epiteliales A549 estimuladas con 2 ng/ml de TGF-, 10 ng/mL
de rhRSPO2, 100 ng/mLWNT3a y una combinacién de RSPO2 y WNT3a (10ng-100ng).

Se utilizé B-tubulina como control de carga.

Finalmente, evaluamos si RSPO2 tiene un efecto en la apoptosis en células
epiteliales mediante un ensayo de Anexina V/IP en citometria de flujo vy
encontramos que RSPO2, WNT3a o una combinacion de ambas moléculas no
tienen un efecto en la apoptosis basal de estas células (Figura 18). También
examinamos el efecto de estas moléculas sobre la muerte celular inducida con un

estimulo proapoptotico de TNF-a. e IFN-y. Como se muestra en la Figura 18 el
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estimulo de TNF-o/IFN-y incrementd la apoptosis. Este efecto se redujo
significativamente con el tratamiento con WNT, que disminuyo la apoptosis a
niveles cercanos al basal. El estimulo con RSPO2 mostré una tendencia que no

alcanz¢ significancia estadistica.
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Figura 18. R-Spondina 2 no modifica la apoptosis en células epiteliales A549.
La muerte celular espontanea se midid en células epiteliales A549 estimulados con
RSPO2 (10 ng/ml) WNT3a 100 ng/ml y una combinacion de ambas moléculas (R/W) por
24 hrs. Ademas se trataron con un estimulo inductor de apoptosis con TNF-a e IFN-y (TI)
y se observé que RSPO2 y WNT3a no modifican la apoptosis basal, pero protegen del

estimulo inductor.
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Discusion

La fibrosis pulmonar idiopatica continua siendo una enfermedad progresiva e
incurable, sin ningun tratamiento que tenga una influencia significativa en su pobre
supervivencia y calidad de vida. A pesar de que nuestro conocimiento de los
mecanismos involucrados en la patogénesis de esta enfermedad ha mejorado en
las ultimas dos décadas, la complejidad en las vias moleculares alteradas que
participan en su patogénesis no han sido aclaradas. Nuestro grupo de
investigacion, junto con otros investigadores ha postulado que la recapitulacion
aberrante de diferentes vias embrioldgicas puede desempefar un papel critico y a
la fecha, algunas de ellas se han encontrado desreguladas en FPI (10-18). Por
ejemplo, varios ligandos de WNT asi como la [(-catenina estan altamente
expresados en las células epiteliales alveolares y fibroblastos (10,15-18).
Asimismo, Sonic hedgehog, el cual controla la proliferacion y sobrevida del
mesénquima en el desarrollo embrionario del pulmén y es importante para la
apropiada morfogénesis de las vias aéreas, esta fuertemente sobreexpresada en
el epitelio pulmonar, mientras que su factor de transcripcion GLI1 ha sido
detectado en el epitelio alveolar y fibroblastos en FPI (19,20). Otras moléculas de
expresion embrionaria como por ejemplo, grainyhead-like 2 (GRHL2), un factor de
transcripcion involucrado en morfogénesis epitelial, y Wilms tumour-1 (WT1), un
factor transcripcién que regula muchas propiedades funcionales del mesotelio en
desarrollo, se reactivan en los pulmones de FPI (57, 58).

Las R-Spondinas son una familia compuesta por 4 proteinas de secrecion, que
pertenecen a la superfamilia de proteinas que contienen repeticiones de
trombospondina tipo 1 (TSR1) la cuales desempeian un papel importante durante

desarrollo embrionario. Se ha sugerido que las R-Spondinas se unen a proteinas
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de matriz extracelular, como proteoglicanos de heparan-sulfato, lo que podria
definirlas como proteinas de matriz extracelular (59). Nosotros enfocamos este
estudio en RSPO2, debido a que durante el desarrollo, se expresa fuertemente en
los pulmones (33). Ademas, se ha demostrado que la deficiencia de esta proteina
en ratones resulta letal de manera postnatal, sugiriendo que RSPO2 tiene
funciones que no son redundantes con otros miembros de la familia de R-
Spondinas (60).

Primero exploramos la expresion pulmonar y la localizacion celular de RSPO2 vy el
receptor LGR6, al cual RSPO2 se une de manera especifica y con una alta
especificidad (61). Encontramos que la expresion génica de ambas moléculas esta
altamente incrementada en tejidos de FPlI y que las proteinas se
inmunolocalizaron en células epiteliales y fibroblastos. En contraste, RSPO2 y
LGR6 estaban virtualmente ausentes en pulmones normales. Asimismo,
encontramos que RSPO2 se sobreexpresa fibroblastos de FPI con respecto a
fibroblastos de pulmdén normal mientras que no se encontraron diferencias en
relacion al receptor.

Posteriormente evaluamos mediante analisis de secuenciacion de RNA los
cambios en los perfiles de transcripcidon inducidos por RSPO2, y encontramos que
esta proteina provoca una profunda reprogramacion en fibroblastos,
principalmente en los fibroblastos de FPI. Identificamos a la via de WNT, ciclo
celular y apoptosis como las vias mayormente afectadas. Fue de nuestro interés
particular, la desregulacion de la via de WNT, primero porque los genes
diferencialmente expresados en esta via se observaron unicamente en fibroblastos

de FPI, y segundo porque es bien conocido que las R-Spondinas son activadores

43



para la sefializacion de WNT/B-catenina, al promover la estabilizacién de los
receptores de WNT, como las proteinas relacionadas a LDL (LRPs) y Frizzled
(62), pero no se habia reportado que afectara su expresion génica. Sin embargo,
de manera inesperada encontramos que los cambios se relacionaban
principalmente con elementos de la via no candnica (también llamada via
independiente de B-catenina). Asi, observamos que la expresion de WNT5b esta
sobreregulada mientras que la de WNT11 esta disminuida. También el ligando no
canénico WNT9A (63) esta sobreexpresado, asi como WNT16, que media la
sefalizacion via canodnica y no candnica, pero puede actuar como inhibidor de la
via canonica previniendo su activaciéon excesiva (64). Ademas, la proteina 1
inducida por WNT (WISP1/CCN4), un miembro de la familia de proteinas CCN
(CyR61, CTGF, NOV) que funciona como un factor rio abajo en la via WNT
canonica también se encontré subexpresado. Es importante enfatizar, que la
sefalizacion no candnica de WNT se ha reportado como antagonista de la via
dependiente de -catenina (65).

Considerados en conjunto, estos hallazgos sugieren que la estimulacion de
fibroblastos de FPlI con RSPO2 induce cambios principalmente en la via de
senalizacion no candnica de WNT, mientras que no tiene este efecto en
fibroblastos pulmonares humanos normales.

Por otro lado, la firma transcripcional inducida por RSPO2 indicé un efecto en el
ciclo celular, sugiriendo que podia inhibir la proliferacion e inducir la apoptosis
tanto en fibroblastos normales como de FPI. En el caso de los fibroblastos de FPI,
nos enfocamos en la estratifina (SFN, también llamada 14-3-3 sigma), una

molécula que no ha sido previamente relacionada con R-spondinas, la cual
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presentd un marcado incremento con la estimulacion con RSPO2. SFN es un
potente regulador de ciclo celular, que inhibe la actividad de Cdk2/ciclina E,
induciendo arresto de ciclo en fase G1; ademas secuestra Cdc2/ciclina B en el
citoplasma, induciendo arresto en fase G2 (66, 67).

Con respecto a los fibroblastos normales, uno de los genes mas disminuidos con
el tratamiento con RSPO2 fue SPDYA (también conocido como SPY1) que
permite que las células evadan los puntos de control de ciclo celular y apoptosis,
mejorando la proliferacién y disminuyendo la muerte celular programada (55, 56).
Por ejemplo, la disminucion de la expresion de SPDYA, mediante el uso de siRNA,
ha demostrado que esta proteina es un componente critico en la sefalizacién de
proliferacion celular (68).

En consistencia con estos hallazgos, nosotros encontramos mediante dos
meétodos diferentes, que RSPO2 disminuye de manera importante la proliferacion
celular tanto en fibroblastos de FPlI como provenientes de pulmones normales.
Este efecto parece ser independiente de la sefalizacion de WNT debido a que los
cambios en la expresion de WNT se observaron unicamente en fibroblastos de
FPI, mientras que el efecto funcional se encontr6 en ambos tipos celulares. En
apoyo de estos resultados observamos que la inhibicién de WNT no tuvo efecto en
la disminucion de la proliferacion inducida por RSPOZ2. Para reforzar estos
hallazgos, fibroblastos silenciados para RSPO2 mostraron un incremento en la
proliferacion, la cual fue inhibida nuevamente por el estimulo con RSPO2.
Resultados similares se han reportado recientemente en cancer humano
colorectal, donde RSPO2 mostré un fuerte efecto inhibitorio de la proliferacién
celular (69).

Por otro lado, encontramos muchos genes proapoptéticos sobreexpresados. Por
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ejemplo, en fibroblastos de FPI, RSPO2 incrementd fuertemente la expresion de
caspasa 5 (que también participa en la respuesta inflamatoria, 70), mientras que
en fibroblastos normales, disminuyé BCL2, uno de los principales reguladores del
proceso apoptoético e incrementd la expresion de APITD1-CORT. Este efecto de
RSPO2 que parece ser proapoptético se corrobord funcionalmente en fibroblastos
normales y de FPI, dado que provocd un incremento significativo en la muerte
celular, determinado en citometria de flujo por tincién con anexinaV/IP asi como de
la actividad de caspasa 3, la cual corta mas de 1,300 sustratos celulares para
ejecutar la muerte por apoptosis (71). Este efecto puede representar un
significativo mecanismo antifibrético debido a que se ha demostrado que los
fibroblastos de FPI son resistentes a apoptosis, lo que resulta en su persistencia
en las areas dafadas (2). Este proceso mantiene su fenotipo de manera
persistente, a pesar de un microambiente que favorece la induccion de apoptosis y
en consecuencia refuerza la produccidén exagerada de matriz extracelular (72, 73).
Debido a que la disminucién en la proliferacion de fibroblastos y el incremento de
apoptosis pueden considerarse efectos antifibroticos de RSPO2, decidimos
también investigar sus efectos en la produccion de colagena. Nuestros resultados
muestran una disminucion en la expresion del gen de colagena y en la colagena
liberada al medio de cultivo posterior a la administracion de RSPO2 tanto en
fibroblastos normales como en derivados de FPl. Ademas encontramos que
RSPO2 incrementa la produccion de MMP-1, que también se ha asociado a la
sobreregulacion de estratifina (74). Actualmente, el papel de MMP-1 en la fibrosis
pulmonar es incierto porque se encuentra sobreexpresada en pulmones de FPI,
pero se expresa principalmente en células epiteliales y no en focos de fibroblastos,

donde ocurre la acumulacién de colagena (75, 76).
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En contraste con nuestros hallazgos, Yin X y col. reportaron que en células
estelares hepaticas (CEH) RSPO2 estimula la proliferacion, asi como la expresiéon
de alfa actina de musculo liso (a-AML) y colagena 1 (77). La razon para estas
diferencias es incierta, pero las células CEH almacenadoras de vitamina A, tienen
caracteristicas unicas con respecto a su origen celular, morfologia, expresion
génica y funciones (78). En realidad, se han descrito muchas diferencias entre
fibroblastos pulmonares y estelares hepaticas, por ejemplo, mientras que miR-34a
protege a ratones contra fibrosis pulmonar al promover apoptosis de fibroblastos,
en higado promueve la activacion de CEH y contribuye a fibrosis inducida por
radiacion (79,80).

El recambio coordinado de la matriz extracelular es crucial en el proceso de
cicatrizacion de heridas, y los hallazgos de nuestro estudio sugieren que RSPO2
contribuye en el delicado balance entre la sintesis y degradacién de colagenas
fibrilares, disminuyendo la expresion de colagena e incrementando la secrecion de
MMP-1. Apoyando este concepto, se ha descrito previamente que SFN interactua
con SPARC (Secreted protein acidic rich in cystein) induciedo un efecto de
inhibicion colagena en fibroblastos de piel (81).

Finalmente, como una prueba de este concepto, examinamos el efecto del
silenciamiento de RSPO2 mediante shRNA en la proliferacion de fibroblastos y en
la expresion de colagena y estratifina. Encontramos que la perdida de funcién de
RSPO2 lleva a resultados opuestos comparados con aquellos observados con la
estimulacion con RSPO2. Asi, el silenciamiento de RSPO2 resultd en un
incremento de la proliferacion de fibroblastos que se inhibidé nuevamente después
de la estimulacion de RSPO2. Igualmente, el silenciamiento de RSPO2 en

fibroblastos de FPI resultdé en un incremento en la expresion de colagena y una
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disminucion en la expresion de estratifina y MMP-1.

Finalmente, y con base en la observacion de que RSPO2 y su receptor también se
localizaron in células epiteliales de vias aéreas y alveolares en IPF, investigamos
si esta molécula modificaba el comportamiento de este segundo tipo celular. Para
esto cultivamos una linea comercial de células epiteliales (A549) y las
estimulamos con rhRSPO2. Nuestros resultados fueron esencialmente negativos.
Por ejemplo, RSPO2 no parece participar en el proceso de transicion epitelio
mesénquima (evaluado a través de la medicion de E-caderina, la cual disminuye
durante TEM), ni modifica los niveles de apoptosis basal ni después de induccion
con TNF-a e IFN-y, en este tipo celular.

En resumen, nuestros hallazgos demuestran que R-Spondina 2 esta
sobreexpresada en pulmones y fibroblastos de pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica donde parece tener una funcion como mediador antifibrotico. En este
contexto, no es inusual que moléculas antifibréticas pueden estar incrementadas
en pulmones de FPI donde probablemente que sean superados por la produccion
de una vasta diversidad de factores pro-fibréticos; algunos ejemplos incluyen a la
MMP-19, ciclooxigenasa 2, factor de crecimiento de fibroblastos-1 y sindecan-2
todos los cuales estan aumentados en los pulmones con FPI probablemente como
un mecanismo de defensa antifibrosante, pero su efecto se pierde en relacion al
que producen los numerosos mediadores profibroticos en el microambiente
pulmonar (82-85).

En conjunto, nuestros resultados muestran que RSPO2, a través de una ruta
independiente de WNT, promueve un fenotipo antifibrético en fibroblastos,

reduciendo la proliferacion celular y producciéon de colagena, e induciendo
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apoptosis y puede representar un objetivo potencial para el desarrollo de nuevas

terapias anti-fibréticas.
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prolifera e growth, soggesting that
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© g fbrotk respone In IPF. To prowe
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bungs and fbeoblan, and 10 evaluge the
effax of RSPPOR oo buman normal and IPF

urg fibroblats. Uncxpecadly, we found
that RSPOT indacss an antibrotc

Methods

Addnsuned dormation on e methods
of this dudy are provided in the data
supplenent

AT-PCR

Totd RNA was extracied from thoes and
fibrobdists using TREA reagens (Like
Tahnologies). RNA fram contrel hungs
ik obiain od {nm Ambion {cmabog mumber
AMTES ) Agilent Tachmalogies (calby
number S400E5 ] and Oritiens Tadmologies
(casdog mamber HTI009). Appliad
Biowyitens TagMan probes { Thermmn Fisher
Sceraific) indhaded Ha0M 79533 _ml
(RSPO2L HOOGEIZWT _mi (LGRSL
HMDSE56T sl (amtifin) HaOO G004 _m )
(cobagen, type 1, al [Cdlal]),
HaITIRT_ml PFOLRIA, and I8 rRNA
{85520E).

Immunoh kst och emistey

Lung bydingion of RSPOL and LGRS was
emmined by inmmanohino: hemdstry (15).
Ant-RSPOR (candog mumber 73761,

1: 000 ditation; Abcum) and anti-LGRE
(casadog mumbe s b1 26747, £5Q Abcum )
mana b aotbodics were wed

Naxt-Generation RNA Se quencing

IFF and normal hrobla st were g imulasd
with eoombinant human Rapandin.]
(RSP} {ctddog number WEERS,

10 ng/mi RED Systenn) in serum.free
Ham's F-1 2 medinm for 24 hours, and s
RNA was egrated using TRE regent
RN A-seguencing (RNA-g) ibaris
were confacied uing e TraSeg RNA
Library Pep Kit {lhamina) for sasople
pregaration (16) Masdve RNA equencing
wis pedormed uilng the NextSeg 30
Sytem (1Baming). The daa were andyed
with g TopHa2, Quiflinks, end Coff i
open ande tooki (17-19) 1o obiain the genes
with dgrifican differentid cxpesion
(=150l dungs comectad F<0.05.
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using Ingenuity Pathway Asdyss (IPA)
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WNT Asvay
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the TagMan Arsy Homan WNT Patbvay
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Wostern Biot Analyss

Cell cxtrcts and serum-free conditioned
modis were oltained from fbrcbdags
stimulse d with ARSPO2 (10 ng/nd).
Twenty mic ograms o protsn from ol
emracs wnd 12 ug from medis were
scparaed by dectropharesis an 5D5-
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artimouke 196G or antirabbit PG artibodies
wee used for detection {Lile Technolgies)
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Growth Ral
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aupple meried with 26 FES alane or wish
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were nuintained in colture for 24 or

48 hours Cll gombiws dasrmined udng
WST-1 (Bachsinger Mannheim) (19). In
paralid cxperiments, fbmblan were
petrcged with ghe WNT inh Bitor IWP-2
Gelleckche m) for M haurs and stwulaed
with RSPO2 (10 or 100 ngimd) far 24

o 48 hovars TWP-2 inactivates Parcn
(poroagine Oac ylanslerase), & mem brane -
beand O ayhucdene end sdeavdy
indiban palmidation of Wad TWP-2
blocks W dependent phospharyhSon of
the Lopé (b density Bpeprotsin-redised ]
poicin 6 ecoptor and IVD (dishewdiad
agmend polirly paisin 2] end Bcatenin
accumulation

Call Proifle mtion Assay
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e CyQUANT Cel Proliferation Assay Xit
{Thermo Fider Slentific ) acording to the
vl actue /s Ingraction (23}

Apoposs Amay
Fltvobdats were stimulaod with 10 ng/ml
ARSPOZ for M hours and asined
Ansexin V-FITC (D Pharmingen) for flow
eptametric walyis Colls were aoguired
wing a FACSAs flow cypameser (BD
Boaciences) Dt were analysed osing
Fhw jo 73 software (Flowlal.

Collagon Detecton

Sobubde collgen wis quanified n ol
condisonsd medis using the Sircol ey
(Biocodar 1ad ) (M)

Cafl Tmnafoction

Flvobdats were trandfeced with 2 pug of
RSPO2 shRNA plasnid {catadog numbe s
«-76307-SH; Santa Can Hiotachn dogy)
o with 2 ug of shRNA plasnid
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B RNA seguence & 4 negative controd
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{Lowza) accord ing 1o the munu facturer’s
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Statistcal Anatyms

Results are presented o mesn = S0
Differences were andysed by Masnn.
Whitney U 1at Probddiny wies ke
than Q05 were comiidered st g ioally
sign ificart

RSPO2 and Its Receptor LGRS Are
Owmpressad i IPF Lungs and
Localt in Eptholial Colls and
Fobmoblasts

We first invesBguind whether there were
diff erences between 1 PF and control bings in

the gene expresgon of RSPO2 and s
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In mormal homan lungs or In tieaes
fom non-1PF interstitla) bang discases
We next examined the cdl
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RSFO2 Gene Expression is
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homan dung. As asraed in Figue 24,
RSPCR was sgnificenly increased in IPF
flbrcblasts compued with conrd langs
(F< 005} By conimst, the exgpresgon of
e recepior LGRE was heterogenc oo,
and no diffe woces were fund (Figus 18]
Together, tlex readn wved that

during the dwdopment o 1PF, RSPO2

stron @y upegulated in 1PF bargs and
firatdass.

RSPO2 Modifles the Whaole-Gename
Expression Profile n IPF and Normad
Human Lung Rtwob lasts

Ta obtain medhun igic Insight into the
putative role of RSPO2, fihmblans derived
fram IPF and normal human bungs of
shonllar age and paceges, and sddaced by
higher expression of Se rece plor LGRS,
wer stimulated with She recom bin e
prodsin (10 ngml) and evaluged by RNA-

sag-baed apesion prailng walbsis

A

using 4 widdy used prosocod (17} Using
expresiion lewels of greser San o ogud
10 15-fold change @ an arbitrary coafl
we faand the rhRSPO2 madified the
exprascion of dmost |.960 genes in IFF
fhrobleas (1,540 wpregulaed) and 400 in
normwal lung fbvoblan (214 upreguhiad)
(Figue 2C), o well us Sat e

L rmcriptiona] response wis ¢ den tally
distina

A Lt of diff rertiully expraaad geos
foum RNA -2q andpi v oed s e

inpat for IPA and groe st e nrichonenst

andyss © dermine eariched pahways
We found tha, enang abers, thRSPO2
madifies the e prasdion of genss imuodvad
in WNT agnaling (primadly fram the
non canonk d pathway) in IPF fhodblaas @
wellas genes implicated in She ccllcyde and
A popaoai in both normd wnd [P F fbroblast
(Tadde 1)

2401 LOR&FIAM
cRREEoansaH

B & well nown Sui RSP binding ©
LOR family receptors Scllimes WNT
pathrw gy w tvason by aubdizaton o
WNT (cojreceptons. However, whether
BSPO2 incewes the eqpression o WNT
lgen da b undewr. Therelox, 1ocorrobaraie
e dungs odierved by RNA-sag we
Quantified the gene cxpresiian of WNT
famdly members and modifiers of WNT
dgralng indoding members of the Frizded
G potsin-coupled receptor famiy, the
DV L famdy, and e seoveted frizsded.
ehaed Gmdy by cing e Appliad
HBoswte s TagMan Amey Haman WNT
P vy maing Datafasinr Software 3.01
(Therma Flaher SSentific). Our relts
dowed that ARSPOR modifies 1he
egrcssion o severd genes from the
WNT pahway anly in IPFF fbreblaay
mnaindy those invohed in the nomca noniced

&
[
!

*;a“ FLEEE

Vo

Fgume 2. FEPCD B upreQdded In 1PF. darivad echiaana. (8 Cane egredsion of REPOD was auenified by AT dPCA in ool ANA from e PR and
e nomad Troblers. Do are ey s as mean = S0 cioked using he canpanaive oydde thisshad (274 mahod romaisad wih ANA

pdyrsrases | atunt A PolRDd P < 008 (8 No dfaanoss wens chissrsad in he e on o Buedne ioh G prosin-couplad oy 8 LCRJ. C)
Pl cssnaaionul oueilan of e micro iy e of gene podbes T weis PRy eoeed g O dowireguked Te 4SS0 after mecoimbaant
hagran AEPOD & frukation of PF awd oo ecbkan

- M-mbnufhpmq“aﬂmm&:tgv\dm-Nm-f-mta
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Table 1. Recomtinant Human R-Spondin-2 Modfies Bxprassion of Ganas hwoivad in WinglesaArt 1, Call Cycle, and Apoptosis n
dopatic Pulmonary Rivogs and Normnad Frobiasts

Normat Lusvg Fity oliaals

Appicds AFTDY.CORT (283), BCL2 (-2.77), BAGE (- 1.88)

WNTRE %.m%?mcaig K113, FZB

Zad CDCAG (1.6, COC20(18.5, SFOYA coca7 Coc20 mC2sc
cycie A (185 (24 238 ang};% 085, e_ga). “g

m&

mmmuq

052y mstmmnmnn-—w
1 01.65) THAPS (

Dafiatan of afEvei@ons AEN » apophahs aobandng madksess. ARMD = popiodss Poudng fecia, mbochondle s adae 2. APTD-O0AT =

mn‘nmmmmmmammmacn-nax&mw

family pectein 5

R wharcgsns
BCL 2= Bod rphoims 2 CASPS - caapsae- & COC» ol dhvieon cyoke Mwmaﬁmmmmu«t-dcw
patway inhibior © F7D = Fizded PR - idiogatc puimonssy Trodke NAF © = ruckear apopioas-
ool oycdlé regulaty mwumkmrmmmms.m,mmmwmmnz

WNT = Winghess A1 .
Fokd changss ans shown n paranhsees

by (Figure 3A | Thes, confirming oar
RNA-g resdn, WNTSh, WNTOA, and
WNT16 were overexpressed. To futher
corrchorge these duta, we cvidamed de
protein e gpresaion of WNTLE As shown in
Figue B dinmlaion of IPF fbroblas
with RSP0 incrensed the e pression of
WNTI6 & the protein levd 1n contrast,
WNTIE was nat found in normal haman
lung fibroblasts 1n addition, DVL I and
DR (dickkap! WNT siguling
mnnmhmm
WNTI! and WISPE (WNT L-indac B

signading pativeay peacin ) were
downregulaed (Figare IA). Together, See
resdin el ha rASPOR deregulates ghe
expresaion of sevem] protsins wdved in
WNT dgouling in IPF fibrobdaas bot bus
no effes an noroad haman bang fbrobles

RSPO2Z Modifie s Exprssion of Genes
wolved in e Cel Cydle
Seeml ol cydie-rdlgad genea were
dywegulaed by RSPO2 in both normad end
IPF fbroblan, suggeding Sul Sey may
modulge pelifenton and cdl desth As
Sautraged in Table | and Figue El in the
anline sapplement, ane of Se mom highldy
upregubied genss found by RNA-sag in
IPF fbwobdasts was atratifin (SFN-14-3 30
prodsin), & strong negathe regolaor of
el ole progrewion (25 26). This finding
was vilidaed by QRTPCR, which

deman @ raged RSPO2 inceanes the
crprescion of strat fin in 1PF fibeobdets bant
not in noend hang fheblets (Figare X0).
The upsgalation of strifin was further
comdirmed at the praicin kel in ghree

differeeg 1PF fhanbdons by Western blot
anaysis (Figure D). Likewiie, ane of e
most downreguled genss in nommal lung
fbroblun wis Speedy RINGO el opde
regalatr family member A (SPDYA)
(Tuble I). Inhibition of this gene reduces
el profiferat lon and indoces apopiodis
(27, 28). These results show tha RSPO2
aflen severdd falthongh different) genes
o plicage d in cell and degth in
bath normed and 1PF fibroblt, indic ating
tha & may inkibit peodife sson and
erhand & apoploai

RSPO2 Reduces Cel Growth

The ced cyde—rdated genes Bt were found
to be cither upregulated or downregulaad
In e network indiceled Sut RSPOZ muay
huve antiproliferaive abity on normml
und IPF lung fbroblus. Thas, we dacsded
1o dtermine whether RSPO2 has an
inhfitoy cfict an fibroblhat pudife ution
in vira We firg csumined acveral
concentrations of RSPCR (1, 10, and 100
ngfmd) (Figare E2) and found e the beat
resporse wis obtained with the hat two
doses. Hence, we atimubied norma and
IPF fibrchdags with recom bines RSPOR
(10 and 10D rgfed) and cmmined ol
growth by WST-1 asmy We found S
wti alagbon with thRSPO2 In shres IPF and
thres nommal buman lung fibroblens
signifcardly redoced ol bhoat Mand
48 hours (Figaes 4A and 48] To e
whether this effect was WNT dependent,
inpuraliel eperiments fbroblasn were
treated first with TWP-2 to inkiba

activation of WNT/B-cenin dgnading As

Munguia-Reyes, Badess-Matines, Becerd, of o - R-spondn-2 and PF

faine T SN -t SPOYA-

#own in Figars 4C and 4D, IWP-2
margindlly deaveased cdl growth o 43
hoos bt did not afiect S inkbRoy cfea
o RSPOL To furfher teul whiether

RSP stim ulation b and ipmlife s Ove
eflecs, the proliferaion rate we dio
deermined in normal and IPF fbobbun
by CYQUANT Cell Praiferation Assay
udng 10 ng/ml RSP A strang =dadion
o fhrdhiaa proiferation wis wse obve ved
in both 1PF and nomnal flvobdas, which
was na madified by the
the WNT inkBstor (Figares 4E and 4F).

RSFO2 Induces Lung Flwobiast

Apoposs

IPA showed that RSPO2 alo modifis
different genes invdved in apopiosia Far
emmple, in 1PF fibmblesty, in addison ©
Sratifin, RSPO2 induced gmng Increses
da‘apnqn‘pu . sach as e
caspase-5 gene (CASPFS). In normal bung
fibheblen, RSPO2 redaced the expression
of the antiapopiotic gens BCL2 (Bl
hpophoma 2) and BAGS {Bd. 2 -esac ute d
atha nege ne Twmily protein 5), whenss &t
Indoced the expresgon of the paoa poptodic
AFTTIN and CORT genes To el whether
these dangs reuted in ak
activiny, we menawred ol deagh in two IPF
wnd two normad human ling fShebldea ol
lines by anncxin Vipropidium iadide (P1)
wiigy o0 & flow cpomee: As Bavraded in
Figure 5 RSO significandy increased
curly (annedn V-poaiive/P |- oegathe,
bower right quadrasd) and lae (upper righa
Quadrent ) fbrcbdad apoptods in boak
nooma and IPF fhreblas To further

5 5
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Fgue & Racmbinat human FREPCE malies e egeamion O skl geoss Dvdved in T Winglsainst (WINT] sgnuling petway ana ol cycle (4
1PF My cbbests warn simubged with recombdnant human REPCE . and e apessaion of 02 ganes fam e WINT psibwiy wis messared by oFCH wsing
e Taofdan Avay Sman WINT Pathwiy. Fed avows noicais a0 e LEreQehiied gunss. and Srasn @nws Dot 10 e cownesgu ded gansa. 8)
Whetem Lot confim e incraise of WINT %8 in PF obéa s @ he prdein el C) Gene egoeson o sralfin (59N qeanidfad by AT -QPCAR
comoboraed he efect of ASPOE on 5FN g ey dhasrvead by FNA ssqsncing in PR bl Mean = 50 das of Tres ndepsncans
G parirerta @e dhown DR e s e Lang the o an e oy ke Tredhold @ 7% medhed romaied with FNA pobmerss | abaund APdR&)
F 006 RSP0 narsias T sopradeion of SN & T prosan bl The proten wios snahyasd by Wiestem bioting o e PF bl primary
Culiurgs usng Boubadn © Bt e oacing The Tourss comiseaonad b0 Clflrant parta of D s el Danaom e and inags anslyess wars psefcrmed
wilth Image Lab sfwars Bo Al Libaaioied *F < 00 DHO = dekbogl WNT sonding pathway inhiiey 2. DV T = cisbwdlied! sagimernt podarty
Pt Wiapt = WINT? ol sigraling pehwey protein

corrcdorge this finding we messgred
deaved (aahe) capaie-3 by Western
blosting As shown in Figure 5D, RSPOR
treutment incressed the expresiion of

procaapaie-3 and ative cupax-3 in both
normal and TPF fibrobiass Taken

e it indic e thet RSPO2 has strong
antprodiferative and proapopiotic of s
an normal humen bang and TPF fibroblos,

RSPO2 Reduces Collagon Production

and inoreases Expression of MMP-1

Boosse RSPON digplayed pustive

e tfbrotic funcions, wduding fibroblea

mmmua Sy, we
whether 1 whio bad an

éﬁahalqamrullﬁ
purpace, normad and 1PF fdvoblun were

stimulaned with RSPOR for 24 hours, the
expression of Colbal wes cxamined by RT-
PCR; and the prajucton of collagens wa

m essured by Sircold aay in the condit ioned
madium As Buosvrated in Figue A,
RSPQOD significandy dacreased the
expresion of Collal in both 1PF and
noroal lung fbroblasts Likew ie, normad
and 1FF fbreblads stavalated with RSPOR
showed a significart redaction in e tad
amount of eorded solble collggen from
IS T L% w0 40 = 1. 7% per mic mygram
of proasin (P</0.00; normal fibroblat)
and fram 124608 © 16 = 1 3% per
microgram of peada (P < 005 IFF
throbless) (Figarss 68 and &C).

1thas previoudy been shown tha
sratifin, o highly upregalecd gene in
RSPO2 treuted IPF filwoblan, stimubaes
the eprasion of MMP-1, & mjor
fbrill collagy n-deguding craypme (29).
Therefare, we dlio cxamined the cffax of
10 angimi of purified ecombinest RSPO2
on indodion of MMP-1 in IPF fhvobhias

For this puspose, conditionad madia
adjosted © 1 pg of protein concentraion
were evaliog od by Western blot wnalysia As
diown in AL RSPO2 b eamed the
moreion of MMP-1 in the conditioned
media. , e resls support an
antifirotic effect of RSPO2 In decwasing
collage n cxprescion and increasing MMP-1
Uil colhge nase) prodactsn.

Eect of RSP02 SSencing on
Fwaoblast Bohavior

To fardher evalome the role of RSPO2 in
wgudating homan king fbeeblen bedaviar,

we dilen cod ghe gen cby Tansiect ing shRN As

tha spec the REPOZ, then
we wralyeed profiferation and
the cxpeemion of smtifin, collegen,

and MMP-1. As Basreted in Figue 7,
vamde ction of roblas with RSPO2
SHENA wa ssockoed with o marked

6 Anerican Joursl of Respmtory Cel and Moeauar Boogy Viurme Bl Nuroer o § mm 2018
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Figum 4 ASPO0 ey ovotia gown e In (&) nammad Gnd §5) 1PF Rorcbbians, e Growth rahe wis mesasuned i urineded of RSP0 smuksed
(0 and 00 npArd ol (pescsges 4 and B} wing @ WET-Y ceay & 24 and 48 hours of culure. The s e presantad as mean= 5D o wo

napansent el manta (C and O Aboblers (ossgen 7 and 8) wars predsdied with the WNT inhiblior W2 for 24 hours and then stim e with
REPCR (0 ngimi for 24 or 48 haws F and £ The pedl Badion nass wias medauedinnamad and IPF ol s (plasgen 7 and B) simuaad wih
FEPCE 00 and *DOpgin waing he CyOLURNT 1 e sy Mean = 5D O napraianidive of Dwo indepancit sosrimanta as shown 7 < Q08

increment of fibmblat proliferngion
compared with fiwobluy vauieasd wth
scremMied ShRNA (Figare TAL. Wihen
RSPOR-allenced ool or Sude trarade ced
with control RN A were teaed with 10 o
100 ngf'l RSPO2, & significant dec waie in
the gowth rate was observed aguin (Figures
7B and 7C) Finally, RSPO2-allencad
narmal end 1PF Gheblan showed cllcts
an gene exproaon that were oppodile 1
Shoe cbaved with RSPOD aimulaion.
In IPF fhrcblags, an increse in Be
cxpresion of collagen (Figure TD) and o
deac e in the expression of seraifin and
MMP-1 were obaeved (Figares TE and 7F).
In narmal human lung fbroblast, e
Increment of collage n o gpresshan without
churges in e capradon of Sraifin

of MMP-1 was loand |Figares 2G-T1)
Therelare, REPO2 knackdown enuncss

fbrobian ativity and pedileraion, realiting
in & moe profibrosic phenaype

Discussion

IPF remuing a prograshe and incusbi
discuse withoul any 1e@Emen Sat
significa rfly infloc noss the poa sanvial
and qualioy of M asociged with 1
Aoy unde standing of the mech aniuns
invahed in fe pahogenculs of IPF bas
mpoved over the kot two decadey dhe
camplex diered maeculer pashiw s

cn to this discass have nal besn
clurified Weandothers Tut
the aberran recapitubaSon of embryodogc o
pathwa ys oy play & oriticsd rede, andtodae
o number of them have been found © be

demgulaed 1n IPF (3-10).

Mungua-Rees, Baldens Mat e, Booerl, of & - R-spondn-2 and FF

The RSPOw srea fTamilly of four seceted
pooicing in She thram boapandin type |

bnd to stroctaral extrec clialer manrix
profein sodh as heparan-salfged
protenglycans, which muy define them o
A caler prodeing (11} We focused the
pren dady on RSPO2 beciase during
development, B b strongly cxpreised in the
burgs (13) Moreower, Bt has been dhown
that & deficiency of RSPO2 in mice & habal
postruta By, sugge 2ing that RSPO2 bas
functions Bat are nonvadundant faom the
aher RSPO family members {300

In this ssady, we fist explored 8 bing
egpracion and clidle b dizmton of
REPO2 and the moepior LGRA 0 which

RSPO2 binds gecificaly and wath highes

7 7
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affindty (36). We und St e gae
expression of bogh molecules was strongy
upegaaed in IPF tasos and tha the
immanoreacive prote s bocdized 10
fheblas end cpithalia) ocfls In contriat,
RSPO2 and LGRS were virtoally dien
fram normal dungs. RSPOC was wio
overexpresied bn [PF fbvoblas

Next, we evadoued, through
ENA- analysin, e changes in dhe
transcriptonal profile inducad by RSPOR
sigruling, end we found tha dhis
potcn povales profound §brobdet
& pegramond rg, modly in IPF fbrcdblagse
The WNT x|
Tudow_007 ben A sy 01 2075 mpop MANFATE Tube 00 ke and m?:;‘wmq & : :,.
Evert Court: o Evart Count: 170500

dgnificasgly deegulited pathways OF

{ n 13l particular bnerest was the dysregalation
of WNT, first becaie & was obaerved anly
in IPF fbreblags and second bocaue 1 &
well known the RSPOs we ativaars of
Wt /8-cae nin dgnaling by promoting
aubillity of WNT receptors, LRPs (low-
dendty lipoprotein-rdated pracim), and
Fizdad (32} Unexpectadly however, we  [7]
foand thae She changes wee reluind

-y e moally 1 noncenan il patie ays (dso
n-'qa‘-n-:,-.-n -l = ferred 10 as B -cate nin-indepen dera
A pathwaysd. Thos, WNTSS was upregolasd
— s wiidle WNTIL wasdowsreguloed Also, the

Adkian may 01 2015 spop PARFTTC Tube G004 Adman may 07 2015 apep PUeFTTE Tube 004 putthe noncunanicd WNT9A (33), was
Evert Cowre 0072 Ewart Cast 413 overexpresed, @ well as WNTI6 Sat

maedigt e dignading via canan i ar
C noncenan kol pathways bt may &t i oan
=0 o8 tndubior of Se canonicd WNT patimay
i perening i crosahe wtmtion (34)
£
[
k2

20 Fufthermore, WNT - inducad secretead
podsia | (WSPL/OUNS), & member of
10 the OON (cygeine. rich anglogenic
. ol e inducer 61, cannective tiaae growsh factor,
Control Rapooarg  Dephroblstoms owemgresad) protein
Semilly thast funclors & o dowrsteam
Gctor of e cananioal WNT signading
Normad FF padhiw ay was abhvo decremed.
REPO2Z (4 () H e Sﬂ, note, oel:lmui:d\\'?ﬂ' ‘:puln.
seporied 1o an taganine
S GEES S GNP | Fo-Capescs B-catenin de pendent WNT path way (35)
On ane band, tale n ogether, these i ndings
s | Ao Caspascs sagie st tha stimaletion of IPF fhablags
with RSPO2 induces chunges mainldy in
noncen anicd WNT signding bt bave 1o
Bl B Sl A eflect an normal buman lang Shraddags
On the other hand, the tra racriptona

1 2] Figume 5. REPO0 nducis apapacis i PR and noomd human ng Toecblses. Coll osath wes x:g“m)m&m

13  rwasssd b roomal and FF Secbiass stmulied with recombinarnt human FEPOE (10 ng/ ol e : %
24 haurs. Apopcsis wis monoed b being wih Suaeacently kbdad anedn Vand propaium S8 Cyele arret and apoptasis in both 1PF
o W) S amapct of fow Cyianerc ki GemONErEinG el a@oedn ¥ e i and normad lurg fhedblada In She case
REP (0 et namd and PF etk @) Avoigs oF twe Nasenosn agsel mants wih o 1FF fibmblastsy, we focused an st tfin
nama Bectikan. T OE. O] Awegs of Tres ndkpendent spedmens wih PR okl ko called 14-3-3a), & gene ot previously

Nomal ibeties D
Sapyptaa

enmdnd R

1
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Camtrol
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Fgum 6. Rapordin-2 RSO3 reduces colbgen oo S @nd nonssss MMP * seonation. 8 Mol and PR vobdaas wens 3 Dimudased with
T0ng i RSPOZ, and colagen eagreaion was delammined by oFT PCA namdisal with ANA polmersss | abart A (PolfCd. B o C) Collagen

Proiuction wist Messursd i cdl- conoitioned media with, he colorimedic Sied cdigen assay. Feal B ans egosdcs s e peroaniags of colllgen pa
Mogam of ORI owo NoSpenoat sparimata. T <006 P <000 Bah ndepencan apsainant wid parfamed Wi twe IPF o swoe namal
oblast e (0) The conoantrion of MMP-Y wis mesesed by Wistam Dicting in conalionsd mecia from IPF Sadblaass dtimulaid Wih 10 ng/ml

AEP Y fa 24 hows Twshe micrograma of 100 prossin wias changsd in sach s 2% o rrpeaiivg cycis sl o Mol

waocaed with RSPOL, and found Sha 2
exhibited o 645004 increie after RSPO2
attowalaBon. Straifin & a potent ol oyde
regalacs tha inhibits the activity of Clia
{cpe linde pendess kinuxe 2)icydlin E,
indacing ol ok arest @ the G,
nd aheo seguegers Cacd (el division opde
proasin 2Ycydin B 1o optoaplem o indace
G, arrest (36, 37).

Regurding nomnal homan bug
fhroblist, one of the moat Sown e gula od
genes afier REPOL stlovala tion was SPDYA
(bt Ktvorwmn s SPYT ), which dlows 2810
evade che dipaint s 4 nd s popiosin, cnda noing
proliferation and deoreming progra mumed
cell deah (28 29) Abrogation of SFDYA
notkan h::' s o criteul o

t gene oo comnponer
of el prodifemBGon pathways (38).

Corsinent with these findings, we
found, wuing two diffesnt methods, tha
RSPO2 strongly decrasies ol prodiferation
in both IPF and normal bung 6broblats.
This effect appeared o be independent of
WNT sigraling becsuie the charges in
WNT expression were observed anly In IPF
fibroblets, wheren the farction o effect was
faund in both IPF and noroal fibrobdiss.
Moreover, o pan-inhibior of WNT has
no effax on e dacremed proliferation
induced by RSPOL Further supparting
these findings, BSPO2sllenced fitroblon
showed an inceae in proliferaion, which
Wik aguin inhiitad by RSPO2 reutment
Similar results have recendly been repored
in buman codorectdd cancers, where RSPOQ
ahowed & srong inhibdnry offea on ol
prodiferation (39

Ak, imporsenly, seve nl prodpoptotic
s wes upregulaed Foremangle, in TPF
fiboblas, RSPOL srongly incresed
catpage-5, which ako plays o rok In
inflanum sery respanse] (40, whe s in
nomal hung fibvoblemn, it decreusad BCLD,
4 major reguloor of the apopantic procss.
B ahio incremed the expemion of APITDE-
QORT, which represents aatarally
cccursing read-Suough trancription
between the neigh boring APITDI
fapop todls -inducing, TATA-box binding
Pt cin-aockg o facter S-like omun )
and CORT foortistatin) genes. Thils likely
peupopiotc ofiea of RSPO2 was
comoboraged in IPF and normal lang
fheblats, where i indoced o marked
Increse of ol death, & determined by
wnncin V/PI saining and caspuse-3

Figume & Coninued *F < D07 Sach NOspanait el mant was perbamed with twe difiaen Ryobier s, (0) Waatam biot awlysis o daection
of casgRses 3 Wik ol yaanas fram namnd and PR ot aes wers immuncbloted with caspesss & and houssbeaping gene - atin anbode. RSP0
(0 gl e s @ noredss |0 prosdn SEeesion of proce pRee 3 and clapee 3 FEC A - fonwiid sodrer wes PE = phycosrytiein. SSC A~
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Growh, e and e presccn of sraiin BFN. colegen, e [ a (Colta . and maile maslogrosanass (MMP-* ware sumined. |- 0 Crowth nge
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namadined Wih PolRZa. () Westan blot of MMP i condilioned meadium of noimal Lng ek s *P < Q0T “P <08 27% - canpaihe ok

vy ahodd medhod WY - willd s

wovitg This cffea nuy mpeent o
sign ihcan & rafirons me hansm
bexuuie it hus been demonstmnd St
IFF fiwobleam are raigant 1o apoplocis,
wiic b resulit in thedr pesictence in the
damaged arcs (2] Thi proccs alows
maintenance of Shelr perdigent phenot ype
and It Codseguend e ¢ nhuand ing the
cuag@enied pradecton o corceliule
matvis (41, 42)

Hecauie dedreed fbroblen
prrofifer son and increed apaptods can be
comiaderad antifibrot effsctsof REPO2, we

decided 10 alo investiguie i cflect an
callagen proadoction Owr saslis showed 4
decreme in collagen gene e xprassion and in
collagen rédeuse nto the culture mediam
afier e adminisration af RSPO2 in bosh
narmal and IPF fbechlags In addition
we faund that RSP0 incresed MMP-1
production, sy aeccialed with the

ion of aratifin (43). Carendy, the
rolde af MMP-I in hang fibrosis & unce fain
1t & upregaled in IPF bungs, bat 21 s
exgpresead pEmardly by epithe lid ¢l and
na in the fibroblatic fod where
socumealaBon & ocourring (44, 45)

In darp contredt to our findings, Yin
and colleagoss reported S i hepatic
adige cels (HSCa) RSPOL stimealated the
podifemtion e well as the cxpression of
ACTA2 and colagentype 1 (46). The rewon
for e differences s anclewr, bat HSCy
which are Wiamin A-storing cell, have
unigoe featores with respect 1 thelr ccllaler
g morphokady, gem apefan wnd
functions (&), Aa wveral differences
between HSCs and dung fibrobdasts buve
peviouly been decribed For cmmgple,
whereas miR-Ma protacts mice from bang
flhauis by promoting fbeeblen wpopt ods

10 Anevcan Joured of Respimtory Cel ard Moleouer Bology Volume Bl Nomber BELOmE 2014




ORIGINAL RESEARCH

in the Gy pramotes HS3C aclivation, and
cond fhat & 10 radig on-indaced fbweais
(8] 49)

Coordingied turnover of the
entra cioler mavix & cradd in wound
heuling, and our findings sugg=t Sat
RSPOQ contribates 1 the deficate bulance
Bestw cen ayrthesis and Qegradation of
fhriller collagens, decreusing colligen
expresaion and inceasing MMP-1
secretion. Sapparting Sis notion, it ks
previously been shown St 2rafin
ineracting with SPARC (ecreted pdein
acidic rich in cpacine] induces & signifi cun
collagen. inhibiting efea in demmad
fibrobdists (500

Firally, & 2 prood of concept, we
examined the cffea of shRNA-medigad

callagen and sratifin. We found 1ha o of
fundion of RSPO2 led 1o qppoding results
campared with those diaerved with RSPOR
stim ulagieon. Thess, RSP0 silencing saulied
in an icewe o fbvoblest proldife s sion
tha was inhbited agin afier RSPO2
stimulaion Likewlie, RSPO2-allenced 1PF
fbroblts dwwed an increse in colagen
expresion and 4 decresied cxpeaion af
sratifin and MMP-L

In sumevs sy, our findings demonatrate
that RSPO2 & apregulaed in IPF harngsand
fibroblon bt tha i say funcion @ an
antfbroge ric madiamne. In this contesy, B3
o unusoal that afbeotic molerules cun
b ovewgpresiad In IPF lungs, where Shey
of 4 st dhersity of profibetic fasers

and syndecan-2 (S1-54) Together, thee
data revedd Sut RSPOL, Soongh a WNT-
Indepersde ol pathiway, pramotes an
artifibrotic fhroblet phesotype, rafaciog
el profiferation and collagen prodocion
and inducing apopioais and s i
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