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Introduccion

1.1 El factor TGF-§3

Cl factor TGF-J3 (Transforming Growth Factor-p) fue origmalmente descubierto junto
al TGF-a como uno de los componentes activos producidos por células transformadas con
retrovirus, debido a su capacidad de promover el crecimiento de fibroblastos de forma
independiente de la adhesion celular al sustrato. A pesar de compartir la misma nomenclatura,
TGF-B y TGF-w, corresponden a dos moléculas distintas pertenenciendo a dos grupos no
relacionados de familias polipeptidicas con efectos biologicos muy diferentes. Al contrario que
el TGF-«, el cual se relaciona estructuralmente con el EGF (Epidermal Growth Factor), TGF-
B constituye junto con otros factores anafogos una superfamilia diferente de factores.

El TGE-B fue inicialmente purificado de plaquetas humanas come un homodimero de
25 kDa. de peso molecular, por su capacidad de promover el crecimiento de fibroblastos de
rata sobre agar (Assoian et al. 1983). Sin embargo, con posterioridad se demostré que este
factor tieue la capacidad de ser un potente inhibidor del crecimiento de muchos tipos celulares
(Moses et. al. 1985) y que es un factor multifuncional producido por muchas células entre las
que se mcluyen endoteliales, musculares lisas, megacariocitos, linfocitos y monocitos activados
(datos revisados se encuentran en Roberts y Sporn, 1990; Massagué 1990; Moses ef al. 1990;
Nilsen-Hamilton 1990; Miyazono ef al. 1994). Entre los efectos biologicos que esta citoquina
es capaz de mnducir en las células se encuentran la regulacion del creciemiento, diferenciacion,
adhesion y migracion, la estimulacion de fa sintesis y deposicion de componentes de la matriz
extracelular, asi como Ja regulacion de muchas de las respuestas inflamatonas y de los
componentes celulares del sistema inmune. Ademas, al TGF-f3 se le atribuye un importante
papel in vivo en procesos tales como la reparacidn y remodelacion tisular, y la morfogénesis
durante el desarrollo embrionario (Roberts y Spom 1990).

En mamiferos han sido identificadas tres 1soformas del TGF-f3, conocidas como TGF-
B (Derynck et al. 1985), TGF-32 (de Martin er. al. 1987) v TGE-33 (ten Dijke ef af. 1988,
Derynck et al. 1988), siendo sus efectos biologicos muy sumilares pero no idénticos, tanto
vitro (Otha ef all 1987, Cheifetz et. al. 1990) como in vivo (Joyce ef @l 1990). La existencia
de heterodimeros también ba sido demastrada en cierto tipos celulares, por ejemplo TGF-51.2
en plaquetas porcinas (Cheifetz ef al. 1987) y tanto TGF-f§1.2 como TGF-2.3 en hueso
bovino {(Ogawa ¢t a/. 1992). S embargo, los niveles tan relativamente bajos encontrados de

estas isoformas sugieren que en realidad correspondan a errores de procesamiento durante la
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maduracion de la proteina (Segarini 1993). Otras dos isoformas, denominadas 4 y 35 han
sido también identificadas en pollo v Xenopus {Jakowlen ef al. 1988a.b: Kondaiah ef al. 1990)
respectivamente. Cada una de las isoformas es sintetizada como un precursor proteico
glicasilado formado por aproximadamente 400 residuos, el cual es proteoliticamente procesado
en el interior de las células dando lugar a un péptido maduro de 112 residuos correspondiente
al extremo C-termunal. Las formas maduras de las tres isoformas humanas comparten un 70-
80% de homologia de secuencia con una conservacion muy estricta de nueve residuos de
cisteina; a su vez, cada una mantiene un alto grado de conservacion a lo largo de la evolucion
(Derynck et al. 1986; Miller ef al. 1989ab). Cada isoforma esta bajo el control de su propio
promotor {Roberts ef al. 1991) y sus expresiones son estrictamente reguladas en los diferentes
tejidos, como por ejemplo en el desarrollo cardiaco o en el desarrollo de los tejidos del paladar
(Millan ef al. 1991, Pelton ef al. 1991).

Los efectos biologicos del TGF-8 se encuentran muy controlados. Las tres isoformas
son secretadas por Jas celulas en un complejo latente, sin actividad biologica, y que es capaz de
activarse mediante digestion con plasmina y catepsina D, mediante tratamiento a pH bajo o alta
temperatara (Pircher er al. 1984; Wakefield et al. 1987; Braun et al. 1990). Antes de que se
produzca la union a sus receptores de membrana el TGF-$ debe ser activado liberandose de
dicho complejo (Fig. 1). En el complejo latente, la forina madura de la citoquina se encuentra
no covalentemente asociada con el péptido correspondiente al extremo N-terminal de su forma
precursora; como esta asociacion corresponde a TGF-$3 todavia en forma latente, dicho
péptido ha sido designado como LAP (Latent Associated Peptide), (Gentry ef al. 1987). En
plaguetas humanas la forma latente del TGF-B1 incluye un componente adicional, conocido
como L'TBP (Latent TGF-B Binding Protein) (Miyazono ef al. 1988; Wakefield et o/ 1988;
Okada ef al. 1989; Kanzaki ef al. 1990; Tsuji ef al. 1990). Aunque todavia no se conoce el
mecanismo exacto de activacion del TGF-3 in vivo, se ha propuesto que ocurra a través de la
degradacion enzimatica del LAP (Miyazono y Heldin 1991). La posible funcién del LTBP ha
sido estudiada en experimentos de cultives mixtos de células endoteliales v musculares lisas.
En este modelo el TGF-B producido por dichas células solo es activable en presencia de ambos
tipos celulares (Sato y Rifkin 1989). En dicho sistema se ha reportade ademas, que el LTBP
interacciona con un receptor de membrana en la célula muscular que parece fundamental para

la activacion de la forma latente del factor (Flaumenhafl ef o/ 1993).
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Fig. 1 Precursor, forma latente y forma bioactiva del TGF-B1. El precursor del TGF-f1 esta formado por
una secuencia sefial en el extremo N-terminal (linea fina), una pro-region (linea de trazo grueso) y el dominio
bioactivo en el extremo C-terminal (representado mediante rectangulos) En este esquema se representa la
localizacton de los tres sitips de N-ghcosilacion mediante el simbole (Y) asi como los nueve residuos de
cisteina {{'}, en el dominio bioactivo. El grado de intensidad en gris, bajo dicho dominio, representa ¢l grado de
homologia con otros niembros de {a superfamitia del TGF-(3. Tras ser secretada, {a pro-region previamente
fiberada, permanece asociada de forma no covalente al dimero que forma la moiécula biolégicamente activa en
el complejo latente. En plaquetas y otros tipos celulares, en el complejo latente se encuentra otra glicoproteina
de peso 180 kDa, LTBP, de funcion no del todo conocida en la actualidad (en la figura se representa en
sombreado). La forma bioactiva del TGF-B1 debe ser liberads de esie compiejo antes de mediar sus efectos
sobre 1a superficie celular (Massagué J. 1990, Annu. Rev. Cell Biol 6:597-641)

Una vez liberado del complejo latente, el TGF-f31 activo puede ser unido por varias
proteinas del suero y componentes de la matriz extracelular. Fl aclaramiento del TGF- activo
circulante es muy rapido (Coffey et al. 1987), encontrandose la unidén a o2-macroglobulina
mmplicada en dicho proceso (O'Comnor-McCourt v Wakefield 1987). Ademas el TGF-§ se
acumula en las matrices intersticiales mediante interacciones de baja afinidad con varios
componentes, lo que podria suponer tanto un mecanismo de proteccion frente a la
degradacion, como una forma de almacenamiento de la citoquina (Thomson et af. 1989). Sus
efectos sobre las células son mediados por una seric de receptores especificos de membrana

que seran descritos con mas detalic en la seccion 1.4
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1.2 La superfamilia del TGF-[3

Kl TGF- constituye un miembro prototipico de una superfamilia de factores de
crecimiento v diferenciacion, que se encuentran presentes en una amplisima variedad de
organismos desde los msectos hasta los humanos (Massagué 1990; Roberts y Sporn 1990).
Utilizando criterios estructurales y de funcion biologica los miembros de esta superfamilia
pueden ser subdivididos en tres grupos principales: el grupo de los TGF-f3s, el grupo de las
activinas ¢ inhibinas y el grupo de las proteinas morfogénicas del hueso BMPs (también
conocidas como DVRs). Ademas, existen varios miembros, con una relacion mas distante
tales como la sustancia mhibidora mulleriana (Fig. 2).

LLas activinas e mhibinas fueron orginalmente identificadas por su capacidad para
regular la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) de la pitvitaria. Ademas, han
stdo implicadas en procesos de diferenciacion eritroide en mamiferos (Vale et al. 1990), asi
como en el desarrollo del mesodermo en Xenopus (revisado en Smith 1993). Actualmente se
les asigna un papel 1# vivo muy relacionado con el desrrollo embrionario; sin embargo, existen
resultados discrepantes respecto al papel que efectivamente puedan desempediar en diferentes
organismos. Asi, ratones defectivos tanto en la expresion de activinas o de sus receptores no
tienen alterado el desarrollo de los tejidos mesodérmicos (Matzuk ef al. 1995a,b), al contrario
de lo que ocurre en vertebrados inferiores como Xenopus (Hemmati-Brivanlou y Melton
1992). Por otra parte, la pérdida de expresion de folistatina, una proteina capaz de unir activina
y antagonista de sus efectos in vitro, conduce a grandes anormalidades durante el desarrollo y
la muerte de los ratones transgénicos tras pocas horas del nacimiento {Matzuk ef al. 1995c¢).

La familia de péptidos morfogénicos del hueso (BMP/DVR) es el grupo mas numeroso
y heterogéneo de esta superfamilia. Muchos de sus miembros han sido identificados por su
capacidad para actuar sobre la morfogénesis del hueso y durante el desarrollo embrionario
temprano (Lyons er al/. 199{; Rosen y Thies 1991). Junto a su actividad morfogénica sobre el
desarrollo esquelético (Wozney ef al. 1988; Kingsley ef al. 1992), las BMPs también actiian
como factores neurotropicos (Paralkar e a/. 1992), como factores de regulacion durante el
desarroflo del primordio limbico del pollo (Niswander y Martin 1993), promoviendo la
diferenciacion o migracion de las células de la cresta neural (Basler ef @/ 1993), inhibiendo la
diferenciacion miogénica (Yamaguchi ef al/. 1991) y jugando un papel importante en Ja
formacion del mesodermo (Smith 1993). Los homologos de las BMPs en Drosophila, los

factores decapentaplégico (ddp) y  60A, estan implicados en procesos que regulan la
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especificacion del linaje celular durante ¢l desarrollo (Padgett ef al. 1987, Wharton ef al. 1991
Doctor ef al. 1992; Ferguson ef al. 1992). Por altimo, la sustancia inhibidora mulleriana puede
inducir la regresion del primordio genital femenino y el conducto mulleriano en embriones

machos de mamiferos (Cate ef al. 1986).

BMP-2
BMP-4

dpp

BMP-5
IMP-6/Vgr-1
BmMP.7/OP |
ar.2

HOA

dorsalin
Gt

Vil

GDY 3/Vpr2
nodal
BMP-3/Osteopenin
Activin A
Actrvin B
MIS

Inhibin o
GDF-y
TGE-[1
TGE-65
TGEF-B2
TGRS
GDNIY

Fig. 2 Arbol de relacion entre tos miembros de la superfamilia del TGF-B. La relacion entre los miembros
esta realizada segan las secuencias de las formas maduras de las proteinas comenzande por el primer residuo de
cisteina conservado. Todos los factores representados son humanos excepto dpp y 60A de Drosophila, TGF-fi5
y Vel que son de Yenopus, dorsalina correspondiente a pollo, y nodai, GDF-3/Vgr-2 y GDF-9 correspondientes
araton { Attisano ef ol 1994 Biochim. ef Riophys. Acta 1222:71-80)
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De todos los miembros de esta superfamilia los TGF-Ps son los mejor caracterizados
tanto desde ¢l punto de vista estructural como funcional. L.a estructura tridimensional del TGF-
B2 ha sido determinada recientemente mediante cristalografia de rayos-X (Daopin ef a/ 1992;
Schiunegger y Grutter 1992), asi como la estructura en solucion del TGF-f1 mediante
Resonancia Magnética Nuclear (Archer ef al. 1993). En ambos casos se ha confirmado la
importancia estructural de nueve residuos de cisteina presentes en cada mondmero que ademas
se encuentran conservados en todas las isoformas de fa citoquina. En ef caso det TGF-P2 se ha
demostrado que cada cadena esta formada por dos pares de ldminas [3 antiparalelas y tres
hélices o (Fig. 3). De los nueve residuos de cisteina, ocho participan en la formacion de
puentes intracatenarios y el otro restante (Cys-77) forma un puente intercatenario estabilizando
el dimero. La estructura tridimensional que adopta cada monémero no es globular; la forma
gue mejor la define es Ja de “una mano abierta”, de tal forma que los puentes de hidrogeno y
los enlaces disulfuro intracatenarios formarian la zona correspondiente a la palma de 1a mano.
En la forma dimérica, las dos manos se superponen en posicion invertida, de tal manera que los
dedos de una estarian en contacto con la palma de la otra, y en la zona central quedarian los
residuos hidrofobicos. Los datos de secuencia del TGF-(31 encajan con el armazon estructural
definido por el TGF-B2 sin producir grandes “distorsiones”, por ello ¢s asumble una
estructura todimensional muy parecida.

La mayoria de la funciones biolégicas son comunes a las tres isoformas, sin embargo
existen algunas diferencias: TGF-B1 y B3 ejercen sus actividades a concentraciones 100 veces
inferiores a la forma B2 en algunos tipos celulares, como por ejemplo el endotelio (Jennings ef
al. 1988; Cheitetz. et al. 1990). Los estudios realizados con moléculas quiméricas de las
isoformas 31 y 32 han demostrado que las diferencias de respuesta de las células endotehales a
ambas isoformas puede ser asignada a la secuencia comprendida entre los residuos 40-82 (Qian
ef al. 1992). En esta region existen 14 aminoacidos diferentes entre la formas 31 v B2, la
mayoria de los cuales estan localizados en la superficie de {a molécula segun se desprende de la
estructura tridimensional del TGEF-f32. Por lo tanto es posible que la zona de interaccidn con
los receptores de membrana y otras proteinas que unen el factor se localice en dicha zona.

1.3 Efectos biologicos del TGE-f

1.3.1 Efectos sobre la prohiferacion y diferenciacion celular

l.as actividades biologicas mediadas por el TGF-f son frecuentemente de tipo

bidireccional (Roberts and Spom 1990). El TGF-]3 estimula el crecimiento de ciertas células
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DO PALMA

Fig. 3 Representacién esquematica de Ia estructura tridimensional del TGF-B2. Los residuos que
componen fa cadena polipeptidica estan indicados mediante el codige de una letra y numerados desde el
extremo N-terminal. Los residuos de cisteina estan remarcados mediante cajas (C), y los residuos que son
diferentes a los del TGF-f31 aparecen sombreados. Los puentes disulfuro se representan mediante lineas gruesas
con (5-8). La Cys correspondiente a la posicion 77 forma un puente intercatenario y estabiliza el dimero. Los
residuos comprendidos entre las posiciones 40-82 los cuales son importantes para las diferencias de actividad
entre la forma B1 v B2 estan indicados mediante lineas gruesas. Las tres hélices o y las nueve laminas 3 se
representan como « 1-a3 v B1-$9 respectivamente { Miyazono ef al. 1994, Adv. fmpnmol. 55 181-220)

mesenquimales como fibroblastos y células musculares lisas humanas (Roberts er o/ 1985) v
sin embargo actia como un potente nhibidor de la proliferacion de la mayoria de las células,
entre otras, endoteliales (Baird and Durkin 1986: Frater-Schroder et al. 1986), epiteliales
(Moses ef al. 1985) precursores hematopoyéticos (Otha e al. 1987) y linfocitos (Kehrl ef af.
1986 a.b). Ll TGF-[3 es quimiotactico para fibroblastos (Postlethwaite er al. 1987), monocitos
{(Walh et of 1987} y neutrofilos {(Brandes et al. 1991a), pero inhibe fa migracion de las células
endoteliales (Heimark er al. 1986). Sus efectos sobre la diferenciacion también dependen del
tipo celular: Induce la diferenciacion de celulas epiteliales del bronquio (Masut e af. 1986}, v
modula  positiva o negativamente Ja diferenciacion de mioblastos dependiendo de las
condiciones experimentales (Massaguc ef af 1986; Zentella er al. 1992; Olson ef al. 1986;

Florini et af. 1986).
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1.3.2 Efectos sobre |a sintesis de componentes de la matriz extracelular v sus receptores

Uno de los efectos biologicos mas importantes mediados por el TGF-f es la formacion
de ta matriz extracelular. Ef TGF-p es un potente estimulador de la sintesis de proteinas de la
matriz entre las que figuran la fibronectina y varios tipos de colageno (Ignotz y Massagué
1986) y reciprocamente, la matriz extracelular regula la expresion génica del TGE-B (Streuli s
al. 1993). El mecanismo por el que actia sobre la formacion de dichos componentes es doble:
Por una parte, disminuye la actividad de las proteasas extracelulares que actian sobre la
degradacion de dichos componentes; este primer mecanismo incluye la inhibicion de la sintesis
dc los activadores del plasminogeno (Laiho er al. 1986), de la colagenasa tipo | y de las
metaloproteasas (Edwars erf al. 1987). Por otra parte, estimula la produccion de inhibidores de
proteasas, como por ejemplo el inhibidor tipo 1 del activador del plasmmnogeno (PAI-1),
(Latho er al. 1987) y los inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMP), (Edward er af.
1987). Sm embargo, existen algunas excepciones a dichos mecanismos como por gjemplo, la
induccion de la colagenasa tipo 1V (Overall et al. 1991; Salo ef al. 1991; Wahl et @/, 1993). En
conjunto, el efecto neto que induce es la acumulacion de componentes de la matnz
extracelular.

El TGF-§ también regula la expresion de los receptores en la membrana celular de
proteinas de la matriz como por ejemplo las integrinas (Ignozt y Massagué 1987; Ignotz et af
1988; Heino y Massagué 1989; Bauvois et al. 1992; Zambruno ef al. 1995; Wang et al. 1995),
promoviendo la interaccion entre las células y los componentes de la matriz.

Otras actividades en relacion con este apartado son la estimulacion de la angiogénesis
in vivo (Roberts e/ al. 1986; Yang y Moses 1990), y la aceleracion de los procesos de
reparacion tisular (Mustoe ef al. 1987).

1.3.3 Efectos sobre precursores hematopoyéticos

El TGE-$ inhibe el crecimiento de precursores hematopoyéticos primitivos; por
ejemplo han sido descritas mhibiciones de la formacion de colonias pluripotentes inducidas por
la IL-3 (Otha et al. 1987; Keller et al. 1988; Hampson e al 1988), la formacion de colonias
eritroides (Hino e7 a/. 1988; Ottmaun y Pelus 1988) vy la estimulacion de dichas colonias en
presencia de oligonucleotidos antisentido del TGE-f3 (Hatzfeld ef /. 1991). Sin embargo,
también ha sido descrito que pese a la inhibicion de la formacion de dichas colonias, el TGE-J3
€$ un potente inductor de la diferenciacion eritroide (Krystal ef al. 1994); otros resultados

inhibitorios se han obtenido sobre la formacion de colonias megacariociticas (ishibashi et «/.
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1987). La granulopoyesis, sin embargo es estimulada por ¢l TGF-f} en presencia del GM-CSF
(Ottmann y Pelus 1988; Keller et al. 1991). El TGF-§ también mduce la inhibicion del
crecimiento de células leucémicas de linaje micloide v su muerte mediante apoptosis (Lotem y
Sachs 1992; Taetle ef af. 1993).
1.3.4 Efectos sobre linfocitos

El TGF-B es un potente regulador del sistema mmune (revisado en Kehrl 1991;
Ruscetti y Paladino 1991; Wallick et al. 1992), demostrando la inhibicion de la proliferacion de
timocitos (Ristow 1986), células T y B (Kebrl ef ol 1986 ab), células citotoxicas naturales
(NK), T citotoxicas v células citotoxicas activadas con nfoquinas (LAK) (Rook er al. 1980,
Ranges et al. 1987 Espevik et al. 1988, respectivamente). Ademas de inhibir la proliferacion
de dichas ceélulas, también inhibe la actividad citolitica de las células T citotdxicas vy las NK
{Ranges et /. 1987; Rook et al 1986), y la adhesion de linfocitos T y neutrofilos al endotelio
(Gamble y Vadas, 1988). La produccion y secrecion de inmunoglobulinas (IgG e IgM) por
parte de las células B también es disminuida (Kehrl et a/. 1986a). Sin embargo, TGF-f induce
¢l cambio de isotipo a IgA en linfocitos B murinos estimulados con lipopolisacarido (LPS),
(Coffinan ef al. 1989) y )a exposicion continua de dichas células al factor provoca la mhibicion
de la secrecion de dicha inmunoglobulina.

1.3.5 Efectos sobre monocitos/macrdfagos

I} TGF-B nduce quimiotaxis en monocitos (Wahl ez al. 1987), pero actua como un
mhibidor negativo de la mayoria de las respuestas funcionales de los macrofagos. Se han
descrito efectos negativos sobre la produccion de peroxido de hidrogeno (Tsunakawi et al.
1088) y la expresion en membrana de antigenos de histocompatibilidad de clase 11, mducida
por el IFN-y (y-mterferon), (Czamiecki et al. 1988). Otros efectos descritos sobre
monocitos/macrofagos o lineas monociticas incluyen la regulacion de integrinas (Bauvois et al.
1992 Wahl e/ af. 1993), su accién como un inductor de la expresion de productos génicos que
median las respuestas mflamatorias (Noble e al. 1993), presemtar sinergismo junto a otros
factores en la diferenciacion terminal de lineas monociticas (De Benedetti ef al. 1990 Testa et
al. 1993) y el ser un regulador selectivo de la proliferacion de macrofagos derivados de
progenitores medulares, en presencia de GM-CSF o M-CSF (Celada et o/ 1992).

1.3.6 Citoquinas y sus receptores

El TGE-f3 también regula la produccion de citoquinas por parte de las células. Por

ejemplo, mduce la expresion de los pensajeros de -1 v TNF-a en monocitos pero tiene la
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capacidad de inhibirla cuando la activacién se produce via LPS (Chantry er al. 1989; Espevik
et al. 1987); 1a produccion de IFN-y también es inhibida en células mononucleares (Espevik ef
al. 1987). Una caracteristica importante del TGF-B es su capacidad autoinductiva; cada
isoforma induce tanto su propia sintesis como la de otras isoformas (Van Obberghen-Schilling
et al. 1988; Bascom ef al. 1989).

Los receptores de otras citoquinas también pueden ser modulados por el TGF-f, entre
ellos se han descrito disminuciones en los receptores de GM-CSF, IL-3 y G-CSF en lineas
mieloides murinas (Jacobsen ez al. 1991), el receptor de IL-1 en los linfocitos T y B (Dubois e/
al. 1990), el de 11.-2 en células LGL (Large Granular Lymphocytes). (Ortaldo ef al. 1991) y el
receptor del IFN-y en macrofagos (Pinson ef al. 1992).

1.3.7 Efectos in vivo del TGF-8

l.a administracion sistémica de TGF-B da como resultado la supresion de la respuesta
inmune. Asi. se han demostrado efectos beneficiosos del TGF-f§ en modelos experimentales de
transplantes cardiacos ectopicos (Wallick et al. 1990, Walterberger er al. 1993), en la
encefalomielitis alérgica inducida experimentalmente (Kuruvilla ef a/. 1991: Johns et al. 1991,
Miller ez al. 1992), v en un modelo autoinmune de raton (Lowrance et al. 1994). En este
altimo caso ¢l TGF-f3 se ha propuesto como causante de la pérdida de respuesta frente a
infecciones bacterianas. Por otra parte, existen resultados contradictorios respecto a la
respuesta inflamatoria generada en modelos murinos de artritis reumatoide, dado que la
administracion sistémica o local de la citoquina parecen ejercer cfectos contrapuestos (Wahtl ez
al. 1994). Recientemente se han obtenido ratones mediante recombinacién homologa con
deficiencia congénita del gen del TGEF-BI (Shull e aof 1992: Kulkami ef al. 1993). Los
animales carentes del factor no presentan graves deficiencias en lo que al desarrollo se refiere,
aungque algun caso de muerte intrauterina ha sido observado (Kulkarni ef af 1993). Sin
embargo, tras 20 dias de vida los animales mueren debido a un sindrome agudo, caractenzado
por una infiltracion celular de tipo inflamatorio y multifocal, que conduce a la aparicion de
necrosis tisular en vartos Organos entre los que se incluyen el corazon, estomago, higado,
pulmon, pancreas, glandulas salivares y masculo estriado. Los mnfiltrados estan coastituidos
fundamentalmente por linfocitos y neutrofilos, siendo la histopatologia de dichos organos muy
similar a la encontrada en la miocarditis, polimiositis, y en ¢l sindrome de Sjoegren (Shull ez

al. 1992). Estos resultados sugieren que la isoforma [31 ejerceza un efecto de tipo

11



Introduccion

inmunosupresor in vivo y que dicha funcién no pueda ser compensada por la presencia de las
otras isoformas.

Muy recientemente también han sido generados ratones transgénicos que sobreexpresan
el TGF-B! (Sanderson ef al. 1995). En dicho modelo, la expresion del factor se encuentra
bajo el control de un promotor de expresion hepatica. En dicho oérgano se producen dafios
tisulares caracterizados por fibrosis y muerte por apoptosis de los hepatocitos, encontrandose
ademas altos niveles de la citoguina en plasma. El desarrollo de la fibrosis, caracterizada por
un aumento de la deposicion de coldgeno, aparece ademas en el rifion dando lugar a
glomerulonefritis asociada a fallo renal v en otros tejidos donde existen cuadros de arteritis y
miocarditis; también son detectadas alteraciones histologicas en pancreas y testiculos. Estos
resultados corroboran una de las funciones del TGF-3 mas importantes: La regulacion positiva
que ejerce sobre la formacion de los componentes de la matriz extracelular. Aunque por el
momento todavia quedan por dilucidar aspectos sobre el papel que el TGF-f pueda
desempear /n vivo, se acepta la existencia de una relacion directa entre la expresion aberrante
de este factor y el desarrollo de enfermedades cronicas que cursan con inflamacion y dafio
tisular generante de fos procesos de fibrosis. En este sentido, ef TGF-f3 ha sido implicado en
una ampha lista de patologias tanto en modelos animales como en humanos (Border y

Ruoslahti 1992; Border y Nobel 1994).

1.4 Receptores de Membrana y otras proteinas que unen el TGF-B

[Las respuestas celulares inducidas por el TGF-B estan mediadas por la presencia en
membrana de receptores especificos que unen el factor. En realidad v al igual que los factores
que componen la superfamilia del TGF-f3, los receptores también constituyen una compleja
familia de proteinas relacionadas. Por simplicidad, en esta introduccion nos vamos a referir
fundamentaimente a los receptores especificos de los TGF-s, pero datos revisados referentes
a todos ellos se pueden encontrar en la literatura (Massague 1992 Lin y Lodish 1993; Segarini
1993; Miyazone ef al. 1994; Attisano ef al. 1994).

Mediante ensayos de union por afinidad utilizando la citoguina niarcada con (71} y
posterior union covalente, se han podido detectar tres tipos principales de receptores en la
membrana de la mayoria de las células. Estos receptores son nombrados como tipo [, tipo 11 v
tipo L1l (conocido también como betaglicano). Los receptores tipo I y II son glicoproteinas de
peso molecular aproximado 55 y 75 kDa respectivamente (Cheifetz er al. 1986); sus

correspondientes analogos para activinas y BMPs muestran movilidades similares (Attisano ef
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al. 1992). Hasta ¢l momento varios receptores tipo [ y Il para diferentes miembros de la
superfamilia del TGF-B han sido clonados. El receptor tipo 111 es un proteoglicano de peso
aproximado 300 kDa especifico solo para los TGF-Bs, y aunque su distribucion es muy amplia,
sc encuentra ausentie en algunos tipos celulares entre los que se incluyen células musculares
esqueléticas, mioblastos, precursores hematopoyéticos y células endoteliales (Massagué 1990).
Ademias de estos tres tipos principales existen otros receptores en membrana que
presentan un patron de expresion mas restringido. El llamado receptor IV es una proteina de
60-64 kida presente en la membrana de células GH3 de pituitaria y es el tnico que presenta
reactividad cruzada entre TGF-[3, activina e inhibina (Cheifetz et al. 1989). El receptor V ha
sido purificado a partir de membranas celulares de higado bovino; es una proteina de 400 kDa
y se ha demostrado que posee actividad Ser/Thr quinasa (O'Grady ef gl. 1992). Ademas de
éstos, otros tres rcceptores con estructura de anclaje a la membrana a través de
fosfatidilinositol, especificos para la forma B1 (180 kDa) o B2 (60 y 140 kDa) también han sido
descritos en algunos tipos celulares (Cheifetz e al. 1991). También se ha reportado una
glicoproteina de peso 38 kDa, con una afinidad 5-10 veces superior por B2 que por el 31, que
ha sido caracterizada en la membrana de la linea de coriocarcinoma humano BeWo (Mitcheil
et al. 1992a). Por ultimo, se encuentra la endoglina, caracterizada en células endoteliales
{Cheifetz ef al. 1992) y que sera descrita con mas detalle en la seccion 1.7. Sin embargo, la
distribucion celular tan restringida de estas proteinas que unen e} factor, sugiere que cumplan
alguna funcion de tipo celular-especifica, que por el momento no se conoce con exactitud.
Ademas de su interaccion con receptores de membrana, el TGF-3 también se une a un
amplio numero de proteinas solubles v asociadas a la matriz extracelular (Segarini 1993). Entre
estas proteinas se mcluyen la e2-macroglobulina (O 'Conpor-McCourt y Wakefield 1987;
Huang ef af. 1988), una forma soluble de betaglicano (Andres ef al. 1989), decorina y
biglicano (Yamaguchi ef al. 1990), o-fetoproteina (Altman e/ al 1990), trombospondina
{Murphy-Ullrich ef al. 1992), el precursor de la proteina B-amiloide (Bodmer ef al. 1990),
colageno tipo 1V (Paralkar ef a/. 1991) y fibronectina (Fava y McClure {987). Ademds, se
han aislado tres proteinas que unen TGF-f3 de 40, 80 y 160 kDa a partir de membranas de
utero de cerdo (Ichijo er al. 1991), y a partir del clonaje del ADNc de l1a forma de 40 kDa, se
ha demostrado que es una proteina secretada con una estructura conteniendo dominios del tipo
fibrinogeno v colageno por {o que ha sido denominada ficolina. Las formas de 80 v 160 kDJa

corresponden a muitimeros de la de 40 kDa (Ichijo er al/. 1993). Sin embargo, la forma

13



Introduccion

recombinante de ficolina no ha demostrado capacidad de uniéon del TGF-, por lo que es
posible que existan diferencias entre la forma natural y la recombinante que puedan afectar a fa
capacidad de union de la citoquina. La funcion que todas estas proteinas puedan desempefiar
no se conoce con exactitud; en el caso de la a2-macroglobulina, se sabe que participa en el
aclaramiento de la citoquina libre en el suero; el resto puede actuar almacenandola o
modulando la accesibilidad del factor a los receptores seializadores en las células. Por ejemplo,
en el caso de la decorina, se ha demostrado que su administracion ejerce un efecto beneficioso
en ¢l desarrollo de glomerulonefiitis de un modelo experimental de rata (Border ef al. 1992).
1.4.1 Receptores tipo 1y 11

El receptor tipo I1, es una glicoproteina de membrana de 567 residuos, con un dominio
extracelular corto, en el que abundan los residuos de cisteina y dos sitios potenciales de N-
glicosilacion, una sola regién transmembrana, un dominio intracelular con actividad Ser/Thr
quinasa y una pequeifia cola con repeticion de residuos Ser/Thr (L er al. 1992) (Fig. 4). El
receptor 11 esta relacionado estructuralmente con otros receptores tipo 1l especificos de otros
miembros de la superfamilia del TGF-f3, compartiendo un 30-40% de identidad de secuencia en
el dominio quinasa. Dos receptores tipo 11 de activina han sido identificados en raton, ActR-11
y ActR-11B, existiendo formas alternativas de éste ultimo, que alteran la afinidad por el ligando
y modifican la diferenciacion celular en respuesta a concentraciones variables de activina
(Mathews y Vale 1991; Attisano ef al. 1992; Green y Smith 1990). Tanto el ActR-11 como el
ActR-1IB han sido también identificados en otras especies de mamiferos (Donaldson e al.
1992; Legerski er al. 1992; Matzuk ef al. 1992; Shinozaki ef al. 1992). Recientemente ha sido
caracterizado un receptor tipo II de activina en Drosophifa, Atr-11, €l cual es equidistante entre
ActR-11 y ActR-11B desde el punto de vista de la homologia de secuencia (Childs ef al. 1993).
El receptor 11 de los TGI-f3s también esta relacionado con dos receptores implicados en el
control del desarrollo de la larva de C.elegans, daf-1, cuyo ligando no es conocido (Georgi et
al 1990} y daf-4, un receptor con actividad Ser/Thr quinasa que unc en mamiferos el péptido
morfogénico de hueso tipo 2 (BMP-2), con alta afinidad (Estevez ef al. 1993).

El receptor tipo | del TGF-f3, también ha sido identificado como una Ser/Thr quinasa
no relacionada con la familia de receptores 11 (Franzen ef al. 1993). El tamafio del receptor |
es un poco mas pequeiio que el del receptor II. Se caracteriza por poseer un dominio
extracelular mas corto que el de dicho receptor, y no poseer en su secucocia citoplasmica la

cola de residuos de Ser/Thr en el extremo C-terminal (Fig. 4). El receptor 1 es un miembro de
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una familia de Ser/Thr quinasas altamente relacionadas, que presentan homologias de
secuencia del 60-70% dentro de los dominios quinasa (Attisano ef af. 1993; Ebner ef al. 1993,
He ef al. 1993 Matsuzaki ef al. 1993; ten Dijke ef al. 1993; Wrana ef al. 1994a). Al igual que
los receptores tipo I, presentan en el dominio extracelular un zona rica en residuos de cisteina
con una secuencia consenso de dichos residuos cerca de la region transmembrana. Al contrario
que los receptores tipo I, las seis primeras cisteinas en el dominio extracelular de esta
subfamilia s¢ encuentran counservadas. Ademas, los receptores tipo 1 tienen conservado un
dominio en fa zona intracelular muy cercano al dominio transmembrana, el cual se carac_teriza
por la secuencia SGSGSG en dicha regién (region GS). Existen varios receptores de esta
subfamilia cuyos ligandos ya han sido identificados, entre ellos el del TGF-f§ (Franzen ef al.
1993), el de activina humana, (ActR-I) (Attisano et al. 1993), y de Drosophila, (Atr-1)
(Wrana ef al. 1994a), y un cuarto miembro de esta subfamilia, también en humanos (TSR-I),
que es un receptor tipo 1 que tiene la capacidad de unir tanto TGF-3 como activina (Attisano
et al. 1993). Cuando se sobreexpresa en células COS el homologo murino de Act R-1, Tsk7L,
también es capaz de unir tanto activina como TGF- (Ebner e al. 1993); pero en esas misma
condiciones, la unién del TGF-B al ActR-I es muy débil (Attisano ef al. 1993; Ebner ef al.
1993), por lo que no se conoce muy bien la relevancia fisiologica que esta reactividad cruzada
pueda tener. Actualmente se acepta la existencia de otros miembros de ta subfamilia tipo I,
cuyos ligandos no han sido identificados y cuya funcion seria la de actuar como receptores
para otros miembros de la superfammiia del TGF-f3. |
1.4.2 Receptor tipo I1] {Betaglicano)

El betaglicano es un proteoglicano de membrana formado por una secuencia de 853
residuos, en rata, la mayoria de los cuales se oerganizan en un gran dominio extracelular donde
se unen cadenas de glicosaminoglicanos tanto del tipo heparan como condroitin sulfatos
(L.opez-Casillas ef al. 1991; Wang et al. 1991; Morén ef al. 1992). El betaglicano tiene la
capacidad de unir las tres isoformas del TGF-f3 con alta afinidad (Kq=10""M), no siendo los
glicosaminoglicanos necesarios para dicha interaccion (Segarini y Seyedin 1988; Cheifetz et
al. 1988a; Lopez-Casillas ef al. 1994), El sitio de union del TGF-3 parece estar situado en la
mitad N-terminal de la porcion extracelular tal y como se deduce de los ensayos realizados con
un panel de formas truncadas de betaglicano expresadas en células de mamifero (Lopez-
Casillas et &l 1994). No obstante, existen resultados contradictorios, basades en ensayos de

unién al TGE- de tragmentos de la proteina expresada en bacterias, que sugieren que el sitio
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de interaccion radica en el extremo C-terminal de la region extracelular (Fukushima er al.
1993). El betaglicano contiene ademds un inico dominio transmembrana y un corto segmento
citoplasmico formado por 43 residuos, rico en residuos de Ser y Thr, que no presenta

correspondencia con ninguna secuencia seflalizadora.
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Fig. 4 Receptores tipo 1 y 1§ del TGF-B. Representacion esquematica de ambos receptores y algunos de los
aspectos que comparten con otros receptores tipo 1 y 11 de ia superfamilia de factores del TGF-3. Los péptidos
sefial estan representados mediante los rectangulos superiores, las cisteinas en el dominio extracelular se
representan mediante lineas horizontales y la “caja” de cisteinas conservadas en las familias de receptores
aparecen delimitadas por la linea vertical y la flecha. Los dominios transmembrana aparecen representados por
el rectangulo en negro, el dominio GS presente en el receptor | mediante las lineas oblicuas y los dominios
quinasa por los rectangulos inferiores. En el receptor [l se destaca [a zona rica en Ser/Thr en el extremo -
terminal, ausente en el receptor [ ( Attisano ef al. 1994 Brochim et Biophys. Acta 1222:71-80)

Betaglicano presenta niveles de homologia significativos con endoglina, especialmente
en la zona transmembrana e intracitoplasmica. Una descripcion mas exhaustiva de este otro
receptor del TGE-3, asi como la relacion de homologia entre ambos se expone en la seccion

1.7 de esta memoria.
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1.5 Mecanismo de sefializacion del TGF-p y papel de sus tres receptores principales

Tanto el receptor I como el II poseen un dominio extracelular de union al ligando y un
dominio intracelular con actividad quinasa y por tanto potenciaimente implicados en la
transduccion de sefial del TGF-f3. Por similitud con el mecanismo por el cual operan las tirosin-
quinasas (revisado en Heldin 1995), la formacion de homo- y hetero-oligomeros de los
receptores ha sido demostrada (Geiser et al. 1992; Ebner ef ol 1993; Henis et al. 1994,
Moustakas e/ al. 1993; Vivien et al. 1995). Actualmente se sabe que el mecanismo de
transduccion de sefial que ¢l TGF-p utiliza implica la formacion de complejos heteromeéricos
entre los receptores 1y 11 en presencia del factor (Massague 1992; Wrana ef af. 1992; Inagaki
et al 1993 Wrana et ol 1994b).

Las evidencias mas claras de la necesidad de los dos receptores en el complejo
sefializador, derivan de los estudios realizados con mutantes de las células epiteliales de vison
Mv 1Lu, obtenidos por mutagénesis quimica y seleccionados por su resistencia a la mhibicion
de la proliferacion inducida por el TGF-J (fig.5). Dos tipos de células fueron seleccionadas
segun sus caracteristicas fenotipicas: Mutantes que mediante ensayos de marcaje por afinidad
no mostraban TGF-3 umdo al receptor I pero si al receptor 1l (clase R), y mutantes que
mostraban una unién anomala del factor tanto al receptor I como al 1l (clase DR), (Boyd y
Massagué 1989; Latho ef ¢/ 1990a). La obtencion de células somaticas hibridas entre estas
dos clases permitia el rescate del receptor I (Latho ef al. 1991a). lo que demostraba la
presencia “fisica” de dicho receptor en los mutantes DR, a pesar de no unir la citoquma. Por
otra parte, ambos mutantes recuperaban la sensibilidad al TGF-f3 al ser transfectados con el
receptor 11, v el receptor | recuperaba la capacidad de unir la citoquina, lo que ponia de
manifiesto que ¢l receptor | necesita la presencia del Il para unir el ligando (Wrana ef al
1992). Ademas, en los mutantes R, donde la unmon al receptor Il era normal pero no al
receptor [, no existia respuesta al TGF-[3, ain después de transfectar establemente el receptor
1, lo que demostraba la ausencia de mutaciones en el receptor Il endogeno como causarntes de
la falta de seiializacion, v al mismo tiempo ponian de manifiesto, la necesaria presencia del
receptor 1 en el complejo seiializador (Wrana ef ¢/ 1992). En conjunto. todos estos resultados
indican que el receptor 1 requiere la presencia del 11 para unir el ligando y que el receptor 11
necesita la presencia del | para que se produzea la seializacion (Fig.5). Resultados similares se
han obtenido en la linea humana derivada de un hepatoma Hep 3B, linea celular resistente a los

efectos biologicos del TGF-fi, y que tras la transfeccion del receptor tipo I recupera la
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sensibilidad al factor (Inagaki ef a/ 1993). La union heteromérica de ambos receptores en
presencia del TGF-B ha sido demostrada mediante estudios de immunoprecipitacion en celulas
My 1L, en el hepatoma 3B (Wrana ef al. 1992, Franzen ef al. 1993, Inagaki ef al. 1993) y cn

modelos de expresion viral en células de insecto (Ventura ef al. 1994).

Fenotipo Salvaje Mutantes R Mutantes DR

l l |

Senal No senal No sefial

Fig. 5 Representacién esquemitica de los receptores del TGF-J presentes en las células Mvilu de
fenotipo salvaje y los mutantes R y DR En la célula parental los receptores | y I forman complejos en
presencia del factor y consecuentemente generan sefiales intracelulares. En Jos mutantes R, el receptor J1
normalmente expresado interactia con el ligando pero en ausencia del receptor | no transmite sefial. Por el
contrario el mutante DR posee un receptor | normai pero la ausencia del Il impide la unidn del ligando
(Attisano ef al. 1994, Biochim. et Biophys. Acta 1222:71-80)

Aunque establecida la asociacion de fos dos receptores en el complejo sefializador, el
esquema de la figura S no explica cual es el responsable de la transmision de sefal. A partir de
los trabajos de Wrana e7 al. (1994b), se conoce con exactitud la participacion de cada receptor
en la union del ligando y posterior propagacion de la seiial en membrana (Fig. 6): El TGF-f3 se
unc directamente al receptor 11, el cual se encuentra constitutivamente fosforilado y ademas la
presencia de la citoguina no altera dicha fosforilacion. Una vez el TGI-3 s¢ une a dicho
receptor, se produce la asociacion heteromérica al receptor I, que a su ver es fosforilado en el
dominio GS por parte de la actividad Ser/Thr quinasa del receptor 11 Una vez producida esta
fosforilacion, se propaga la senalizacidon sobre otros sustratos suceptibles de ser fosforilados
por parte del receptor 1 Ll hecho de que este receptor sea el elemento clave y necesite ser
lostorilado por el receptor 11 en la propagacion de la sefial, queda demostrado por una serie de

evidencias experimentales:
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a) La expresion mediante transfeccion del receptor 1 en los mutantes R de las células
Mv1Lu. defectivos en dicho receptor y resistentes a la inhibicion de la proliferacion inducida
por el TGE-f, rescata dicho efecto biologico en las células (Franzen et al. 1993).

b) La expresion de una forma truncada del receptor il conservando la capacidad de
unién a la citoquina pero sin dominio quinasa intracelular, junto a un receptor I normal,
permite la formacion del complejo heteromérico pero no transduce sefial en las células
parentales Mv1Lu (Wieser ef al. 1993).

¢) La expresion de una forma mutante del receptor il, sin actividad exo-quinasa, no es
capaz. de inducir la fosforilacion del receptor I, De forma reciproca, la coexpresion en mutantes
R de una forma defectiva en el dominio quinasa del receptor I junto al receptor 1I, demuestra
la fosforilacion del receptor 11, lo que excluye la autofosforilacion del receptor I (Wrana et al
1994b).

d) La expresion de un receptor 1l normal junto a un receptor I carente de la region GS,
no es capaz de inducir la fosforilacion del receptor 1 ni restaurar la pérdida de respuesta al
TGEF-B en células R. Por el contrario, la expresion del receptor I normal en las mismas células
da hugar a la respuesta esperada (Wrana ef al. 1994b).

e) Por ultimo, la expresion de un receptor | en mutantes DR con una mutacion puntual
en el dominio GS (cambio de Thr-204 por Asp), confiere a dicho receptor la capacidad de ser
constitutivamente activo, propagando las sefiales atribuibles al TGF-f3 en ausencia del receptor
11 y del ligando (Wieser e/ al. 1995).

El mecanismo de transduccion de sefial via asociacion heteromérica tambien ha sido
demostrado para otros miembros de {a superfamilia del TGF-f3 (Attisano er al. 1993; Ebner e/
al. 1993, Mathews v Vale 1993; Wrana ef al/. 1994a). En estudios de mnduccion de tejidos
mesodérmicos en Xenopus se ha demostrado que la expresion de un receptor truncado de
activina bloquea sus efectos (Hemmati-Brivanlou y Melton 1992). Por otra parte, asociaciones
heteromericas entre el receptor 11 del TGF-$ y el TSR-1, un receptor tipo | humano con
capacidad para unir activina y TGF-3, han podido ser demostradas mediante ensayos de
marcaje por afinidad (Attisano ef al. 1993). Resultados similares se han obtemdo con los
receptores de activina en Drosophila (Attisano er al. 1993 Wrana ef al. 1994a), por lo que

todo parece indicar que existe un mecanismo general de funcionamiento dentro de esta familia

de receptores.
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Union del TGF- Asociacion Fosf. y activacion
al R-I del R-1

A DR

Z{P) Propagacion
> de la sefial

® (3! (P) —» 5,5

2 A )

Inhibicion de proliferacion
Otras respuestas

Fig. 6 Modelo general de la iniciacion en membrana de las sefiales inducidas por el TGF-J} a través de
sus receptores. El receptor I es el primero en unir el figando y se encuentra constitutivamente fosforilado, su
actividad exo-Ser/Thr quinasa fosfonia al receptor 1, tras formar un complejo heteromérico en presencia del
TGF-[3. La fosforilacion del receptor [ se produce en el dominio GS, provocando su activacion, lo que permite
que el receptor | actile ahora como propagador de la sefial mediante su actividad Ser/Thr quinasa {Wrana !
al. 1994 Nature 370:341-347)

Aunque por ¢l momento se han identificado multiples formas del receptor tipo 11 de
activina, solo se conoce una forma del receptor II del TGEF-3 y dos receptores tipo I La
identificacion de estas dos formas del receptor I concluye tras la caracterizacion de un grupo
de Ser/Thr quinasas relacionadas conocidas como ALKs (Activin-receptor Like Kinases), a las
que hoy se les asignan las siguientes funciones: ALK-1 (identica a TSR-1), (Attisano et al.
1993), con capacidad para unir tanto TGF-3 como activina y transducir la sehalizacion de
ambos; Al.K-2 que es el receptor | humano de activina (Attisano ef al. 1993) y su homologo
muring Tsk 7L (Ebner et al. 1993), tienen capacidad para umir TGF-3, aunque solo transducen
seiiales correspondicntes a activina; y por ultimo, ALK-5, que so6lo une y transduce seiales
correspondientes a TGF-3 (Franzen ef al. 1993). Un hecho mmportante es que la asociacion
entre el receptor LI del TGF-[ y TSR-I no induce las mismas respuestas en presencia de TGF-3
o activita (Attisano e/ al. 1993). Otro ejemplo de reaccion cruzada entre miembros de la
supertamilia de factores del TGE-3 v sus receptores, ha sido recientemente reportado con la
OP-1 (Osteogenic Protein-1 6 BMP-7) y los receptores tipo 1l de activina (Yamashita ef a/.

1995}, lo que amplia las posibilidades de respuestas celulares dependiendo del ligando inductor
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de la seiial. La Tabla | resume los receptores y sus ligandos que se conocen en la actualidad y

diferentes nomenclaturas que se pueden encontrar en la literatura.
. Nombre Ligando Otras nomenclaturas

. Receptores tipo I

I ActR-1i Activinas, OP-1

" ActR-1IB Activinas, OP-1

- TGE-3 R-1T TGF-31,2.3

Receptores tipo 1

| ActR-1 Activinas, OP-1 ALK-2: SKR-1; Tsk-7L: R1
i ActR-1B Activinas ALK-4; SKR-2; R2

i TGE- R-1 TGE-[31,2,3 ALK-5: R4

I ALK-1 TGF-B [, Activina A TSR-T; R3

" BMPR-IA OP-1. BMP-4;: BMP-2 ALK-3: BRK-!

' BMPR-IB OP-1: BMP-4 ALK-6

Tabla 1. Receptores de la superfamilia del TGF-B eon actividad Ser/Thr guinasa y sus respectives
ligandos en mamiferos (Yamashita es al. 1995/ Cell. ol 130:217-220)

El papel que el receptor tipo Il o betaglicano desempena en las respuestas celulares
inducidas por el TGF-B se conoce parcialmente. La falta de motivos con actividad quinasa
potencialmente implicados en transduccion de sefial ha sido demostrada tras el clonaje del
ADNc de la proteina de rata, humana y porcina (Lopez-Casillas er al. 1991, Wang ef al. 1991
Moren et g/ 1992). La ausencia de participacion directa del betaglicano en la sefiahzacion {ue
inferida dada la existencia de algunos tipos celulares que presentaban respuestas al TGEF-{3, v
sm embargo, no expresaban niveles detectables de betaglicano (Massagué ef al. 1990).
Ademas, nmguno de los muatantes de células MvllLu resistentes a los efectos de la citoquina,
presentan niveles alterados de unton del factor a dicho proteoglicano (1.atho ef al. 1990a). l.a
funcion gque se le asigno inicialmente fue la de actuar como un receptor con capacidad de
presentacion o almacenamiento del TGF- en la membrana. [.opez-Casillas et ol (1993) han
demostrado que una vez expresado mediante transfeccion en la hnea de mioblastos de rata
LoEg, betaghicano se asocia con el complejo sefializador en presencia del ligando. bsta
asociacion se produce a traves del receptor tipo 11 y funcionalmente se traduce en una mayor
capacidad de union de la citoquina por parte de dicho receptor. asi como una amplificacion de
las respuestas de whibicion de proliferacion inducidas por ef TGEF-f3 (Fig. 7). {:stos efectos son

especialmente evidentes cuando los ensayos se realizan en presencia de la isoforma TGF-f32.
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Betaglicano es capaz de unir las tres isoformas de la citoquina con la misma afinidad pero con
una K, del orden de 10 veces mayor para las isoformas B1 y 33 que la de los receptores 1 y Il
(Massagué 1990). La isoforma 2 es la que se une con menor afinidad al receptor tipo 1l por lo
que la presencia de betaglicano podria facilitar el acceso de dicha isoforma al complejo
sefializador (Lopez-Casillas ef al. 1993). Se conocen algunos subtipos del receptor tipo 11 que
muestran diferentes afinidades por las isoformas del TGF-3 en ciertos tipos de células (Segarini
et al. 1987, Mitchell y O'Connor-McCourt 1991; Mitchell ef a/. 1992b), aunque Ja relacion
que existe entre dichas formas y el receptor clonado no estan totalmente deternmnadas.

Ademas de la forma de membrana, el dominio extracelular de betaglicano puede ser
liberado en forma soluble al medio {fig. 7), posiblemente como consecuencia del efecto
proteolitico de alguna actividad enzimatica en uno o dos sitios potenciales de corte presentes
en su secuencia {Andrés ef al. 1989; Lopez-Casillas ef a/. 1991). En este sentido. se ha
descrito recientemente gue la plasmina es capaz de liberar dicha forma soluble {Lamarre et al.
1994). Los efectos que ejerce la forma soluble recombinante, secretada como proteina
truncada en células de imsecto o en la linea MvIiLu, son antagonicos a los inducidos por el
TGF-B3 en las células (Lopez-Casillas ef al. 1994), lo que sugiere que podria actuar como un
“secuestrador™ de la citoquina, impidiendo asi los efectos que pudiera desencadenar en las
células (fig. 7). La cantidad de betaglicano soluble presente en los fluidos bioldgicos puede
desempefiar asi un importante papel regulador del TGE-B in vivo.

Ademas de unir TGF-f3 con su nlcleo proteico. se ha demostrado que betaglicano une
la forma basica del factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF) mediante las cadenas de
azucares {Andres er al. 1992). EI bFGF necesita unir heparina o heparan sulfatos para ejercer
sus efectos biologicos a través de su receptor de alta afinidad. una tirosin-quinasa; es posible
por tanto que el betaglicano tenga la capacidad de modular las respuestas celulares tanto del
TGE-B como del bFGF. Betaglicano presenta homologia de secuencia. ademas de la ya citada
con endoglina, con otros componentes de membrana tales como los receptores presentes en
espermatozoides. Zp2 v Zp3. el componente proteico de la orina uromodulina y el zimogeno
glicoproteico de la membrana de granulos GP-2 (Bork y Sander 1992),

1.6 Senales intracelulares inducidas por el TGF-3
L as seiiales intracelulares inducidas por el TGF-[3 no son bien conocidas. Los sustratos

fosforilables tras la activacion de los receptores en membrana son virtualmente desconocidos,
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Betaglicano en membrana
presenta el TGF-

Corte del Betaglicano
en membrana

Betaglicano soluble
actia secuestrando

Ausencia de senal

Fig. 7 Betaglicano es una molécula accesoria. Como proteoglicano de membrana, actua como un presentador
del TGF-f3 al complejo sefializador formado por los receptores [ y 1, aumentando las respuestas inducidas por
el ligando {izquierda). Como proteina soluble, betaglicano puede secuestrar el TGF-B v disminuir su acceso a
los receptores sefializadores, bloqueando parte de sus efectos (derecha) (Attisano ef ol 1994, Biochim et
Biophyy Adcta 1222.71-80)

sin embargo, hoy se conocen algunos de los componentes que pueden Intervenir o ser dianas
de las senales inducidas por el factor. £l TGF-f es un regulador negativo del ciclo celular que
actha deteniendo la progresion a través de las ultimas etapas de la fase G1 (Pietenpol et al.
1990a; Howe e al. 1991; Latho et al. 1990b). En la linea MvIiLu tras la mhibicion del ciclo
por el TGE-f. 1a fosfornlacion de la proteina del retinoblastoma pRB es bloqueada (Laiho ef
al. 1990b; Furukawa ef /. 1992) manteniéndola en su cstado hipofosforilado. Este efecto es
bloqueado por la presencia en las células de componentes virales tales como ¢l antigeno T del
virus SV40 (Latho ef /. 1990b). La forma hipofosforilada de la pRB esta considerada como la
supresora de la progreston en el ciclo v por tanto la que actuaria bloqueando la entrada en la
fase S. Vanas ciclinas (D1, D2, D3 y E) y sus quinasas asociadas (cdk2, cdk4 y cdk5) parecen
regular eventos durante G1, que al menos in vifro son capaces de conducir a la fosforilacion de
la pRB (Ewen er ¢/, 1993a), requisito para la progresion hacia la fase S. Dichos resultados
junto a las observaciones obtemdas de que el TGF-§ pueda actuar como un mhibidor de las
cdks durante G1 (Howe et af. 1991, Geng y Weinberger 1993, Ewen ef a/. 1993b), han hecho
que se considere a dichas quinasas, como moléculas diana de la senalizacion del TGF-f3. Dos
mecanismos alternativos de actuacion se han propuesto para este factor como inhbidor del

ciclo celular; bien actuando sobre tos niveles de expresion de ambos componentes del complejo
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ciclina-cdk o bien actuando sobre un pequeiio grupo de moléculas inhibidoras de las cdks
conocidas como CDKIs (Cyclin Dependent Kinase Inhibitors), (revisado en Sherr 1993;
Hunter y Pines 1994). Geng y Weinberg (1993) han reportado que el TGF-f3 bloguea la
expresion de la ciclina E en queratinocitos humanos, al igual que es inhibida la expresion de
cdk4 en células MviLu, aunque la expresion constitutiva de dicha cdk es suficiente para
superar el efecto inhibidor del TGF-f§ (Ewen ef al. 1993b). Ademas, en células inhibidas en Ia
fase G del ciclo, existen tanto ciclina E como cdk2, pero no se encuentran complejos
cataliticamente activos de ambas (Koff ef o/ 1993). Esta inhibicion del complejo cichna E-
cdk2, se correlaciona con la presencia de una proteina, p27, que actuaria como un elemento
nhibidor de dicho complejo (Polyak ef al. 1994a). Esta proteina, sin embargo, no es regulada
desde el punto de vista de los niveles de expresion por el TGF-f (Polyak er al. 1994b), sino
que estaria sometida a una regulacion postraduccional. Otro componente similar a la p27 lo
constituye ta p2 1, molécula cuya expresion es aumentada por el producto génico supresor de
tumores p53, y que al igual que la anterior inhibe la actividad de los complejos ciclina-cdk
(Harper et al. 1993; El-Deiry er al. 1993). Otros dos componentes de este grupo de
inhibidores han sido recientemente clonados y caracterizados: pl6o (Serrano ef al. 1993),
inhibidor de la progresion del ciclo a través de cdk4 y cdk6: y pl15, otro miembro muy
relacionado con el anterior y que es inducible hasta 15 veces en queratinocitos tras el
tratamiento con TGF-B (Hannon y Beach 1994). Actualmente se acepta que el TGF-f3
actuaria sobre el ciclo celular implicando al menos a dos de los inhibidores antes mencionados,
p27 y pl5: En la celula proliferante, p27 se encontraria asociada con multiples complejos
ciclinas-cdks, como ciclinas D-cdk4,6 y cilina E-cdk2. Los niveles de p27 no serian entonces
suficientes como para inhibir el total de complejos presentes en las células, de otro modo la
progresion en el ciclo quedaria inhibida. Tras el tratamiento con T'GF-[3 la distribucion de p27
se alteraria, de tal modo que los complejos ciclina E-cdk2 serian completamente inhibidos v las
células quedarian detenidas en G1/S. El TGF-f3 también actiia sobre la expresion de pl3s, la
cual se uniria directamente a cdk4 y cdk6 desestabilizando las ciclinas D. Segian este modelo la
union de p15 a cdk4 y cdko seria la responsable de la redistribucion de p27, asociandose con ¢l
complejo cichina E-cdk2 (Peters 1994),

La represion de la expresion de c-myc también constituye una importante sefal para la
mhibicion de la proliferacion inducida por ¢l TGF-B. En ensayos realizados mediante

tratamiento de queratinocitos con la citoquina se ha comprobado la inhibicion de expresion de
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c-myc (Coffey e al. 1988; Pietenpol ef al. 1990a); 1a via de sefializacion que conduce a dicha
represion ha implicado tanto a la pRB como a otros componentes celulares (Pietenpol ef al.
1990b,1991). La disminucion de c-myc no parece sin embargo restringida a la fase Gl del
ciclo, lo que ha sugerido una via alternativa de regulacion independiente del ciclo celular
{(Zentella er al 1991 Munger ef al 1992). Recientemente, se ha reportado que la
sobreexpresion de c-myc bloquea el efecto inhibitorio sobre la proliferacion del TGE-B, aunque
su expresion es necesaria cuando TGF-B induce sefiales mitogénicas sobre las células
(Alexandrow ef al. 1995).

l.a estimulacién del crecimiento celular por parte del TGF-f3 también ha sido observada
en algunas células mesenquimales. Sin embargo se ha propuesto un mecanismo indirecto a
través del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o sus receptores (Leof ef al.
1086; Yamakage et al. 1992 respectivamente). La estimulacion del crecimiento de las células
AKR-2B ocurre tras un periodo suficientemente largo como para que s¢ produzca la induccion
de la cadena B del PDGF (Shipley ef af. 1985) y mediante un mecanismo autocrino induce una
via estimuladora del crecimiento celular {(Leof er a/. 1986). La produccion de la cadena A del
PDGF también es imducida en células musculares lisas humanas asi como en fibroblastos, tras
la expostcion a bajas concentractones de TGF- (Battegay e/ al. 1990; Soma y Grotendorst
1989}). Ademds, en csos ensayos la estimulacion del crecimiento es inhibido en presencia de
anticuerpos anti-PDGF  (Battegay ef al. 1990). Sin embargo, a altas concentraciones de TGF-
] 1a expresion de la cadena o del receptor del PDGF es nhibida, que junto con otras sefiales
inhibidoras pueden tener como efecto neto la inhibicion de la proliferacion  (Battegay ef al
1990).

Los efectos del TGF-f3 sobre los componentes de la matriz extracelular estan mediados
directamente por la regulacion transcripcional de los genes implicados en ¢l recambio de dichos
componentes. La activacion transcripcional de los genes que codifican colageno tipo [ y PAT-1
s¢ debe a [a existencia de elementos de respuesta al TGF-f en los correspondientes promotores
(Rosst ef al. 1988; Ritzenthaler er al. 1991; Westerhausen et al. 1991, Riccio ef al. 1992). La
represion del gen de la metaloproteasa transina/ estromelisina se encuentra controlada por un
elemento regulador negativo de TGE-f3 (TIE) en su promotor, y esta mediada por la union de
un complejo proteico donde se encuentra fos (Kerr ef al. 1990). La produccion de citoquinas
tambien esta regulada transcripcionalmente. Ast por ejemplo, la automnduccion del propio TGF-

{3 esta mediada por el complejo AP-1 (Kim ef o/ 1990), y la inhibicion del gen de la [L-2 en

25



Introduccion

linfocitos T ocurre a través de un sitio de union tipo octamero en el promotor del gen
(Brablezt et al 1993).

Otras seiiales intracelulares inducidas por el TGF-f han sido descritas, aunque en la
actualidad no se conocen con certeza los mecanismos moleculares que las desencadenan. Entre
ellas, se encuentran la activacion de 21 ras (Mulder y Morris 1992), la inhibicion de la
hidrolisis de fosfatidilcolina inducida a través de la fosfolipasa C (Diaz-Meco ef al 1992), la
inhibicion de la actividad del producto génico supresor de tumores p53  (Suzuki ef al. 1992:
Landesman ef o/ 1992). la activacién de proteinas-fosfatasas (Gruppuso et al. 1991), y la
activacion de la PKC v la fosfatidilcolina-fosfolipasa C (Halstead 1995 ef a/. 1995). Ademas el
TGF-B induce una rapida fosforilacidon de muchas proteinas nucleares entre las que se
encuentra el factor transcripcional formado por la proteina ligadora del elemento respondedor
a AMPc (CREB) (Kramer ef al. 1991), y también induce ¢! ARNm de algunos genes de
respuesta temprana tales como c-jun, jun-B y c-fos en diferentes tipos celulares. (Pertovaara er
al 1989, lLaiho et al. 1991b; Hanazawa ef al. 199]); Lafon e/ al 1995). El TGF-f3 y el
producto de ¢-fos parecen mantener una regulacion reciproca ya que la sobreexpresion de c-fos
disminuye la sintesis del factor, aunque aumenta la expresion de sus receptores (Mercier ef al.
1995). La expresion de junB se ha utilizado como un marcador de respuesta celular ai TGE-f3
en algunos tipos celulares; en la actualidad se conoce, que dentro de las vias de sefializacion
inducidas tras la union sus receptores, el control de la expresion de junB y de las proteinas de
matriz extracelular, es independiente de la inhibicion de proliferacion mediada por la

fosforilacion de la pRB en células MviLu (Laiho ef al. 1991).

1.7 Endoglina

Endoglina es una glicoproteina de membrana, identificada a mediados de los aios 80
mediante aunticuerpos monoclonales dirigidos contra  células linfoblasticas humanas
(Quackenbush es a/. 1985, 1986). Con posterioridad se demosiro que uno de los anticuerpos
obtemidos, 44G4, era altamente reactivo con un componente de la membrana endotelial
{Gougos y Letarte 1988a). Estructuralmente, el antigeno reconocido por dicho Am
corresponde a una glicoproteina de peso molecular 180 kDa, compuesta de dos monomeros de
95 kDa tras ser sometida a tratamientos reductores. Con posterioridad, también se ha
identificado en proeritroblastos de la médula osea del adulto (Burhing et al 1991),

sincitiotrofoblastos de la placenta (Gougos ef al. 1992; St-Jacques ef al. 1994a), asi como en
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precursores tempranos de células B, proeritroblastos y células estromales de la médula fetal
(Rokhlin er al 1995). En raton, endoglna también ha sido identificada en las células
estromales del tepido conectivo del intestino, estomago, corazon, musculo, utero, ovarios y
testiculos (St-Jacques ef al. 1994b), En 1993, durante el V Taller Internacional sobre antigenos
de diferenciacion de leucocitos humanos se le asigno el “Cluster de Diferenciacion™ CD105
(Schlossman ef al. 1995a).

1.8 Caracterizacion bioquimica v clonaje molecular

Endoglina es una glicoprotena, tal ¥y como lo demuestra su capacidad de union a
diferentes lectinas (Gougos y Letarte 1988b). De su caracterizacion bioquimica mediante
digestion enzimatica con exo- y endoglicosidasas, se deduce que posee oligosacaridos unidos a
las cadenas peptidicas a través de enlaces N-Asn y O-Ser/Thr (Gougos y Letarte 1988b)
constituyendo aproximadamente el 35% en peso sobre el total de la glicoproteina.

En la actualidad se conocen las secuencias que codifican la proteina humana, murina y
porcina tras el clonaje de los correspondientes ADNc. La primera en ser clonada fue la humana
a partir de una libreria de expresion de células endoteliales (Gougos y Letarte 1990). E1 ADNc
aislado por este grupo no incluia la secuencia completa correspondiente al péptido seiial y de
su estructura primaria se deduce que es una proteina integral de membrana tipo I, compuesta
por una porcion extracelular formada por 561 residuos, un dominio transmembrana
hidrofobico formado por 25 , v un dominio intracelular formado por 47 residuos. El ARNm
correspondiente es detectable como una sola banda de 3.7 kb. En la secuencia de la proteina
existen cuatro sitios potenciales de glicosilacion del tipo N-Asn y uno del tipo O-Ser/Thr en la
porcion extracelular. Una secuencia particular encontrada en la estructura primaria es el
tripéptido RGD dentro de un entromo hidrofilico; esta secuencia RGD constituye un sitio de
reconocimiento por algunas integrinas (Ruoslahti y Pierschbacher 1987; Hynes 1992). El hecho
de que en la estructura primaria apareciera dicho motivo, el primero descrito en la superficie de
c€lulas endotehales, hizo pensar que la funcion de endoglina estuviera relacionada con
fenomenos de adhesion celular. Sin embargo, la ausencia de dicho tripéptido en la proteina de
cerdo y raton, ademas de la ausencia de datos experimentales firmes en dicho sentido hasta
hoy, parecen descartar la participacion de endoglina en dichos procesos. Otro dato deducido
de su secuencia fue la falta de homologia con otras proteinas de secuencia previamente

conocida, lo que le daba la particularidad de ser una proteina nueva.
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Yamashita e al (1994} reportaron ¢l clonaje de un ADNc correspondiente a la
endoglina de cerdo a partir de una libreria de expresién de iitero porcino. Lo mas caracteristico
de su secuencia era la ausencia del tripéptido RGD en la porcion extracelular y un grado de
homologia variable con la endoglina humana; mientras que los dominios transmembrana y
citoplasmico de ambas tienen un 96% de identidad, la porcion extracelular solo guarda un
66%. Mediante experimentos de inmunoprecipitacion a partir de células endoteliales de la aorta
de cerdo este grupo demostro que endoglina tiene un peso en condiciones no reductoras de
130 kDa, formada por dos mondmeros de 85 kDa en condiciones reductoras. Similares
resultados fueron obtenidos tras el clonaje de la endoglina murina (St-Jacques ef al. 1994b; Ge
et al 1994) a partir de librerias de placenta y de células endoteliales de cerebro,
respectivamente. El grado de homologia, en conjunto, de las tres especies es del 70%, sin
embargo. ¢l dommio transmembrana y el citoplasmico, considerados por separado presentan
un 95% de identidad. Como va se ha comentado la secuencia RGD, también esta ausente en la

proteina murina.
1.9 Endoglina es un receptor del TGF-(3

A partir del clonaje y secuenciacion del betaglicano de rata, se pudo deducir la
existencia de cierta homologia de secuencia en la zona extracelular v una homologia del 70 %
en los dominios transmembrana y citoplasmico de ambas moléculas (Lopez-Casillas et al
1991; Wang er al 1991), (fig.9).

Estos resultados sugirieron que endoglina podria ser un componente del sistema de
receptores de TGF-f3. Cheifetz et. al. (1992) demostraron que endoglina podia unir las
isoformas 31 y 33 del TGF-f3, pero no la isoforma 2 tanto en células endoteliales como en
COS transfectadas con un ADNc completo de la proteina. Ademas, mediante expenimentos de
competicion se demostro que la afinidad de la union de la forma 31 era alta, calculandose una
Ka=50 pM. Tres datos adicionales afiaden relevancia a este resultado: Por una parte endoglina
se encuentra altamente expresada en el endotelio, tejido donde no se expresa betaglicano, o la
expresion es muy débil (Segarini ef al. [989; Fafeur et af. 1990; Cheifetz y Massagué [991;
Merwin er al. 1991); por otra parte existe una diferencia de especificidad respecto a las
isoformas del TGF-[3, mientras que betaglicano une las tres formas con alta afinidad, endoglina
solo une las formas 31 y 33 (Lopez-Casillas e/ al. 1991 Cheifetz et. al. 1990); por nltimo “el
patron” de respuesta de las células endotelialesa las isoformas del TGF-f s¢ adapta a la

especificidad de las 1soformas que se unen a endoglina: Las isoformas del TGF-3, Bl y 33
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Fig. 8 Dominios estructurales de betaglicano y endoglina. Representacion esquematica, resaltando las zonas
de homologia de secuencia de betaglicano y endoglina. Las regiones transmembrana y citoplasmica de ambas
proteinas compartent un alto nivel de homologia, dos regiones con débil similitud estan presentes en los
ectodominios de ambas proteinas (rectangulos sombreados). Los numeros representan el porcentaje de similitud
en la secuencia entre los domindos de betaglicano y endoglina. Los ovalos honzontales representan las
posiciones de los residuos de cisteina y los sitios potenciales de unién de los glicosaminoglicanos en el
betaglicano tambien se indican {GAGs) ( Cheifetz et al. 1992 ). Biol Chem. 267 19027-19030}

son fuertes inhibidores de la prolifetacion de endotelio en varios sistemas experimentales,
mientras que [32 no lo es (Merwin ef al. 1991; Cheifetz ef al 1990; Frater-Schroder ef al.
1986). Iin apoyo de estos resultados ha sido recientemente descrito que la transfeccion de
betaglicano en células endoteliales de aorta bovina incrementa las respuestas a la isoforma 32
de dichas células (Sankar er al. 1995). En conjunto, es razonable suponer que endoglina y
betaglicano pudieran actuar de modo similar sustituyendo uno a otro segin el tipo celular. Un
hecho también destacable que se puede deducir de los resultados de Cheifetz ef al. (1992), es
que el analisis de Scatchard realizado en células endoteliales demostro que el numero de sitios
de union son aproximadamente 20.000 sitios/cel, v que al menos tres componentes
contribuyen al total de los sitios (receptores I y If mas endoglna); sin embargo se han
calculado aproximadamente 1 x10” moleculas de endoglina en la membrana del endotelio
(Gougos et al 1992), lo que implica una participacion minoritaria de endoglina en la union
total de la citoquina y plantca la posibilidad de que ésta necesite algun componente adicional
para unir el TGF-f. Funcionalmente betaglicano actia en membrana como un presentador de

la citoquina a los receptores seiializadores (Lopez-Casillas ef a/. 1993), formando complejo en
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presencia del TGF-3 con el receptor 11 y aumentando los efectos que éste induce en las
células. Esta potenciacion de los efectos se hace especialmente evidente en el caso de la forma
32, que es unida por ¢l receptor I con menor afinidad. De forma similar al betaglicano, se ha
reportado la asociacion de la endoglina porcina en presencia del TGF-3 con los receptores
senalizadores en en células endoteliales (Yamashita ez @/, 1994). Sin embargo, cual pueda ser
su papel en ¢l contexto de las respuestas celulares mediadas por el TGF-3 es desconocido.

1.10 Relevancia fisiologica de la presencia de endoglina en membrana

s poco sabido hasta hoy, el posible papel que endoghna pueda jugar en las respuestas
celulares mediadas por el TGF-3. Recientemente ¢l gen de endoglina ha sido identificado como
responsable de la telangiectasia hemorragica hereditaria tipo I (enfermedad de Osler-Weber-
Rendu) (McAllister er al. 1994). Esta enfermedad, de baja incidencia, se transmite de forma
autosomica donunante y se caractertza por la presencia de alteraciones vasculares vy
hemorragias recurrentes, especialmente en la mucosa nasal, tracto gastrointestinal y la
formacion de telangiectasias viscerales. En algunos pacientes (20%) se producen
malformaciones arterio-venosas en los pulmones y se asocian con complicaciones mas graves
como el infarto y accesos cerebrales. Endoglina ha sido localizada en el brazo largo del
cromosoma 9 en humanos (Fernandez-Ruiz et al. 1993), y en la zona proximal del cromosoma
2 murino (Qureshi ef al. 1995). En concreto, la localizacion del gen humano corresponde a la
zona 9¢33-¢34, la misma que ha sido identificada por McAllister et al. (1994) como la
portadora de tres tipos de mutaciones en individuos afectados con dicha entermedad: a) Un
cambio de C por G que convierte una tirosina en un codon de terminacton; b) Una deleccion de
39 pares de bases, v ¢} Una deleccion de 2 pares de bases la cual crea un codon prematuro de
termunacion. Aunque por el momento no se ha caracterizado como ¢s la endoglina expresada
por las células de dichos individuos, como afectan dichas mutaciones al nivel de expresion de
la proteina en membrana, ni tampoco se conoce con certeza el mecanismo fisiopatologico de
este sindrome, los sintomas de esta enfermedad indican que la funcion de la proteina pudiera
estar muy relacionada con los procesos de angiogénesis, remodelacion tisular. etc., de los que
el TGF-f3 es un potente regulador. Sin embargo, la existencia de individuos con dicha
enfermedad y que son portadores de mutaciones en el locus correspondiente al receptor 11 del
TGF-f y no a endoglina (McAllister ef a/. 1994), asi como la localizacion reciente del receptor
I del factor en la misma zona que endoglina (9q33-q34), (Johnson er af. 1995) permite

suponer que esta anomalia se encuentre asociada con alteraciones mas generales de las

30



Introduccion

respuestas al TGF-f. En apoyo de la implicacion de endoglina en los procesos de angiogénesis
se encuentra el hecho de que su expresion se encuentra aumentada en el endotelio de algunas
patologias de la piel (Westphal ef al. 1993), y en el endotelio capilar angiogénico de tumores

(Wang et al. 1993), respecto al endotelio normal adyacente.

1,11 PECAM-1

El antigeno CD31/PECAM-1 fue identificado a mediados de los afios ochenta mediante
el empleo de anticuerpos que reconocian moléculas presentes en la membrana de las células
endoteliales y leucocitos, (Ohto et al. 1985; van Mourik et al. 1985; Goyert et al. 1986 Knapp
et al. 1989). Los anticuerpos dirigidos contra esta proteina presentaban reactividad frente a
neutrofilos y monocitos, y tenian la capacidad de inhibir la quimiotaxis de dichas células en
ensayos donde se utilizaban sueros activados con endotoxina (Ohto e al. 1985). La especie
molecular reconocida por dichos anticuerpos correspondia a una proteina de membrana con un
peso molecular aproximado de 130 kDa, presente también en la membrana de plaquetas y
endotelio (van Mournik e al. 1985), y en células del linaje micloide (Goyert ef af. 1986).
Estudios posteriores identificaron a esta proteina como un componente del sistema de contacto
célula-célula en el endotelio (Muller et al. 1989; Albelda ef al. 1990). Newman et. al. (1990)
reportaron su clonaje molecular, denominandola PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule-1).
1.12 Estructura de PECAM-1

PECAM-1 es un glicoproteina transmembranal con un peso molecular ligeramente
distinto dependiendo del tipo celular, posiblemente como consecuencia del diferente patron de
glicosilacion que puede presentar (Ashman y Aylett 1991). El clonaje del ADN¢ humano que
codifica esta proteina demostré una alta homologia con otros miembros de la superfamilia de
las inmunoglobulinas (Newman ef al. 1990; Simmons e/ al. 1990: Ashman y Aylett 1991). El
equivalente murino de PECAM-1 presenta una homologia de secuencia con el humano de un
70-80% (Xie y Muller 1993).

La forma madura de la proteina expresada en membrana sc estructura en un gran
dominio extracelular, compuesto de 574 aminoacidos, un solo dominio. transmembrana
formado por 19 residuos hidrofobicos y un dominio citoplasmico con {18 residuos (fig. 8). La
region extracelular esta organizada en seis dominios del tipo C2 caracteristico de las

mmunoglobulinas, y que a su vez s¢ encuentran presentes en la familia de receptores de

31



Introduccion

adhesion celular {(CAM) englobados dentro de la superfamilia de las immmoglobulinas. Una
caracteristica de la porcion extracelular es que posee nueve sitios potenciales de N-
glicosilacion. lo que explica el hallazgo de que los azucares constituyen el 40%
aproximadamente del peso de la proteina madura. El segundo dominio C2 en el extremo N-
terminal, contiene una secuencia consenso para la union a glicosaminoglicanos (Cardin y
Weintraub 1989); con posterioridad se comentara la importancia funcional de dicha secuencia.
El dommio citoplasmico contiene en su secuencia varias serinas, treoninas y tirosinas que
representan sitios potencialmente fosforilables tras la activacion celular (Newman ef al. 1990).
Experimentos de “pulso y caza™ realizados con células endoteliales y la linea promonocitica
U937 han demostrado que PECAM-1 es sintetizado por las células en forma de precursor con
un peso de 110 kDa en un periodo entre 1-3 horas, el cual es posteriormente procesado hasta
la forma madura de 130 kDa antes de aparecer en membrana. Los sitios de glicosilacion y las
estructuras glicosidicas asociadas al esqueleto proteico no se conocen con exactitud por el
momento. En ambos tipos celulares el tiempo de recambio de la proteina se ha estimado en 48
horas (Goldberger ef af. 1994a).
1.13 Organizacioén gendgmica vy formas alternativas de PECAM-1

El gen de PECAM-1 humano se localiza en el brazo largo del cromosoma 17
(DeLisser ef al. 1994b). En esta misma zona del cromosoma también se encuentran los genes
de otras moléculas de adhesion presentes en plaquetas y endotelio, como ICAM-2
(Intercellular Cell Adhesion Molecule-2) y las glicoproteinas IIb y Illa, lo que sugiere que esta
zona podria corresponder a un sitio de localizacion comin de moléculas de adhesion del
endotelio. El gen que codifica para PECAM-1 ha sido caracterizado recientemente (Del.isser
et al. 1994b). Esta formado por una secuencia de mas de 65 kb de ADN, lo que constituye ¢l
gen mas grande de una molecula de adhesion celular de la superfamilia de las mmunoglobulinas
conocido hasta hoy, v se encuentra organmizado en 16 exones separados por intrones de
longitud variable comprendidos entre 86 y 12000 pb (Fig. 8). La region 5" no traducida vy el
péptido sefial estan codificados por los dos primeros exones. Cada uno de los seis dominios
extracelulares del tipo C2 esta codificado por su propio exon (exones 3-8). el dominio
transmembrana esta codificado por el exon 9, y una serie de seis exones pequefios (del 10 al

16), con longitud comprendida entre 23 y 74 pb codifican ¢l dominio citoplasmico. Esta
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Fig. 9 Estructura de la proteina y organizacion genomica de PECAM-1. (a) La proteina estad compuesta de
seis dominios con homologia a los del tipo C2 presentes en las Ig, formados por la union intracatenana de
puentes disulfuro ($-8). Los circulos en negro representan sitios potenciales de N-glicosilacion vy el asterisco
indica la posicion de una secuencia de union tipo heparina presente en el dominio 2. (b) El gen que codifica
PECAM-1 esta organizado en 16 exones (numerados en los rectangulos), separados por intrones de longitud
variable ( DeLisser ef al. 1994 Immunol. Today 15:490-493)

organizacion difiere de la encontrada para- otros miembros de su famika como ICAM-I1
(Intercellular Cell Adhesion Molecule-1) 0 VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1}. en
los cuales un solo exon codifica para los dominios transmembrana y citoplasmico (Voraberger
et al 1991; Cybulsky ez al. 1991).

Varias formas alternativas de PECAM-1 humano y su equivalente murino han sido
identificadas recientemente. Sin embargo, es importante destacar que todas las variantes
aisladas difieren o bien en ¢l domunio transmembrana o en el citoplasmico. Se conocen tres
variantes en humanos: 1) Una isoforma que ha perdido 63 pb correspondientes al exon 13, en
¢l dominio citoplasmico (Delisser ef a/ 1994b); 2) Una isoforma aislada de células

endoteliales de la vena umbilical, que es soluble, como resultado de la pérdida del exou 9
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correspondiente al dominio transmembrana (Goldberger ef al. 1994a); y 3) Una isoforma
también aislada de endotelio umbilical que es expresada en niveles bajos y que ha perdido la
secuencia correspondiente al exon 14, también en el dominio citoplasmico (DeLisser es al
1994b). En raton también se han encontrado formas alternativas; dos variantes han sido
aisladas a partir de una libreria de ADNCc de tejido embrionario cardiaco las cuales presentan
pérdidas de los exones 12 y 15 0 14 y 15, correspondientes también al dominio intracelular de
la proteina (Baldwin ef al. 1994). Aunque por el momento no se conoce el significado
funcional de todas estas isoformas, su existencia, probablemente como consecuencia de
procesamientos alternativos del ARNm, sirva como mecanismo de regulacion de las
interacciones con su ligando.

.14 Dastribucion celular de PECAM- |

Una propiedad importante de PECAM-1 es su amplia distribucion en células de origen
hematopoyético asi como en el endotelio. PECAM-1 esta presente en la membrana de
plaquetas en niveles bajos (Ohto ef al. 1985; van Mourik ef a/. 1985; Newman ef al. 1990;
Stockinger e al. 1990; Metzelaar ef al. 1991). Ademas, su presencia ha sido descrita en los
granulos o de las plaguetas, lo que podria indicar que los niveles de expresion en la membrana
plasmatica pudieran ser aumentados tras la activacion plaquetaria (Cramer ef al. 1994)
PECAM-1 se expresa en grandes cantidades en células endoteliales en cultivo, concentrandose
en las zonas de contacto célula-célula; en dichas zonas de contacto se ha propuesto una
relacion tanto temporal como espacial entre PECAM-1 vy las cadherinas (Ayalon et al. 1994).
In situ, PECAM-1 se ha encontrado en el endotelio continuo de todos los vasos (Muller ez al.
1989) por lo que se ha utilizado como un marcador inmunohistoquimice de los vasos
sanguineos y en particular de la angiogénesis (Page er al. 1992). Entre las poblaciones
leucocitarias ha sido identificado en monocitos y neutrofilos (Otho er al. 1985; Goyert et al.
1986, Stockinger ef al. 1990; Newman ef al. 1994), y en subpoblaciones de lnfocitos T,
especialmente las de fenotipo CD8 y CD45 RA (Stockinger ¢/ a/ 1990 Ashman y Aylett
1991; Torimoto ef a/ 1992 Stockinger ef al. 1992; Tanaka ¢f al 1992). PECAM-1 también
estd presente en precursores de la médula dsea y en lineas celulares de origen meloide y
megacariocitico (Ohto er af 1985; Goyert er al. 1986; Simmons ef a/. 1990; Zendher ef al.
1992: Cabaiias ef al. 1989; Watt ef al. 1993; Goldberger ef al. 1994b).

Aungue la expresion de PECAM-1 esta asignada principalmente a células del sistema

vascular y sanguineo existen evidencias de que se encuentra en otros tipos celulares, habiendo
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sido identificada en lineas humanas, de raton y rata derivadas de tumores solidos (Teng ef al.
1993).
1.15 Aspectos funcionales dg PECAM-1

Ia homologia entre PECAM-1 y otras moléculas de adhesion celular pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, sugirié que la funcion de esta molécula también seria la
actuar como un componente del sistema de adhesion celular. Este punto fue confirmado
mediante la utilizacion de la linea L de fibroblastos de raton, en los que se habia transfectado
el ADNc que codifica la proteina. En los ensayos realizados con estos transfectantes se
demostro la formacion de agregados que eran sensibles a la temperatura y a la presencia de
cationes bivalentes durante la realizacion del ensayo. Ademas, la presencia de Am dirigidos
contra PECAM-1 eran capaces de inhibir dichas agregaciones (Albelda ef a/ 1991; Muller ef
al 1992; Delasser ef al. 1993, DeLisser et al. 1994a). En la actualidad, sc admite que esta
proteina es una molécula de adhesion que puede participar en dichos procesos a través de dos
tipos de mteracciones: Por una parte PECAM-1, puede interactuar consigo mismo (mecanismo
de adhesion homofilica) (Albelda ef al. 1991; Watt ef al. 1993), y por otra parte también se ha
propuesto un mecanismo de interaccién con un receptor distinto al propio PECAM-|
(mecanismo de adhesion heterofiico) (Muller ez al. 1992; Del.isser et al. 1993). Esta doble
capacidad de union a su contra-receptor ha sido también descrita para otras moléculas de
adhesion de esta familia, en concreto para Ng-CAM (Neurona-glia Cell Adhesion Molecule)
(Grumet y Edelman 1988), Nr-CAM (Neurona-glia related Cell Adhesion Molecule), (Mauro
et al. 1992) y N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule), (Murray y Jensen 1992; Rao et al.
1992).

Las interacciones homofilicas entre moléculas de PECAM-1 han sido demostradas en
varios sistemas expenmentales. PECAM-1 se concentra en la zona de contacto entre células
endoteliales adyacentes y entre células COS o fibroblastos murinos 3T3, transtectados con el
ADNc correspondiente. Ademas, se obtuvo un patron similar de locahzacion cuando se
realizaron ensayos mezclando células endoteliales y transfectantes 3T3. Por el contrario, la
proteina no se concentra en los bordes libres o en los sitios de contacto entre céhulas no
transfectadas y transfectadas (Albelda et @l 1990, 1991). Los estudios de microscopia
electronica también han demostrado un comportamiento similar en las plaquetas (Newman ef

al. 1992). Estudios de union utilizando una forma recombinante soluble de la proteina también
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demostraron que ésta se unia a células COS transfectadas con la forma de membrana, pero no
lo hacia sobre transfectantes control (Watt et al. 1993).

El mecanismo heterofilico también ha sido demostrado utilizando ensayos de
agregacion en poblaciones mixtas de células (Muller er af. 1992; DeLisser ef al. 1993). En
esos estudios se mezclaron células L transfectadas con PECAM-1 con células no transfectadas
y se estimaron los agregados formados. Se pudo demostrar que las células transfectadas se
unian tanto a células transfectadas como a las no transfectadas, lo que sugiere que PECAM-1
en la superficie de la célula transfectada se unia a un receptor diferente presente en la superficie
de las células 1. Este receptor podria ser un proteoglicano del tipo condroitin o heparan sulfato
que interactuaria con PECAM-! a través de una secuencia consenso de union a
glicosaminoglicanos presente en ¢l segundo dominio C2 de la proteina (DeLisser es al. 1993).
La secuencia que comprende el sexto dominio C2, el mas proximo al transmembrana, tambien
parcce intervenir en el mecanismo de interacion heterofilico, ya que los epitopos reconocidos
por los Am 4G6 y PECAM-1.2, los cuales inhiben las adhesiones mediadas por este
mecanismo, se localizan en dicho dominio (DeLisser ef @/ 1994a). Un dato adicional que
apoya la interaccién heterofilica lo constituye el que el Am LYP2] que también se une al sexto
dominio, asi como un péptido que mimetiza el epitopo reconocido por el anticuerpo, pueden
inhibir la reaccién linfocitaria en cultivos mixtos, fo que ademas implicaria a PECAM-1 en la
activacion de dichas células (DeLisser ef al. 1994b). Muy recientemente ha sido descrita la
mteraccion entre PiZCAM-1 y la integrina o33 mediada por el segundo dominio C2. Esta
interaccion no es inhibible por la presencia de heparina, lo que implica un tercer mecawisio de
interaccion que no es mediado por glicosaminoglicanos (Piali er al. 1995)

{a regidn citoplasmica de PECAM-1 parece jugar un papel muy importante en la
modulacion de la interaccion con su contra-receptor. Estudios imciales con transfectantes de la
proteina a los que se les habia mutado la fraccion mtracelular demostraron que el dominio
citoplasmico ¢s necesario para la localizacion de PECAM-1 en las zonas de contacto célula-
célula (DeLisser et al. 1994a). Ademas, la deleccion del exon 14 dentro del domnio
citoplasimico, puede cambiar el mecanismo de interaccion de heterofilico a homofilico. 1o que
sugiere que las secuencias de este exdn son muy importantes en la determinacion de la
especificidad del ligando reconocido (Delisser ef a/. 1994a). El mecamismo concreto por el
cual dicho exon pueda cambiar las propiedades funcionales de PECAM-1 es desconocido;

probablemente pueden estar implicados cambios en la conformacién exterior de la proteina,
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alteraciones en la fosforilacion y/o cambios en la asociacion al citoesqueleto. La fosforilacion
de PECAM-1 en el dominio citoplasmico ha sido descrita en varios sistemas, siendo la PKC u
otra quinasa dependiente de esta actividad la responsable de su activacion en plaquetas
(Zehnder er al 1992, Newman et al. 1992). Este ultimo grupo demostré que Ia activacion de
plaquetas con trombina o con PMA daba como resuitado la rapida fosforilacion de PECAM-1
en residuos de serina, su asociacién con el citoesqueleto y su redistribucion dentro de la
membrana. La [osforilacion de PECAM-1 en residuos de tirosina también ha sido descrita en

neutrofilos no activados {Skubitz er gl 1994).

Aunque actualmente se conocen muchos aspectos de la funcionalidad de PECAM-1,
hasta hace poco tiempo no se han tenido resultados sobre sus posibles implicaciones i vivo.
l.os estudios mas recientes sugieren que PECAM-] podria estar implicado en dos procesos
importantes: L.os que concurren en la inflamacion y los de angiogénesis.

1.16.1 Inflamacion e interaccion entre células endoteliales v leucocitos

El reclutamiento de los leucocitos en los sitios de inflamacion se produce como
consecuencia de una cascada de eventos en los cuales las moléculas de adhesion celular, las
citoquinas y sustancias quiiniotacticas funcionan de un forma altamente regulada para dirigir
los leucocitos desde el lumen, a través de la barrera endotelial, hasta donde se produce el
estimulo inflamatorio (Albelda et al. 1994). Recientemente, se ha demostrado que PECAM-1
esta implicado en dicho proceso en dos modelos diferentes de activacién de neutrofilos; tanto
en respuesta a la mflamacion en ratones inmunodeficientes como en ratas, se ha demostrado
gue anticuerpos dirigidos contra PECAM-1 bloquean la acumulacion de neutrofilos en los
sitios de inflamacion tras la induccién de peritonitis aguda (Bogen ef al. 1994), o 1a induccion
de la respuesta inflamatoria  (Vaporician ef al. 1993). Aunque el papel preciso que juega
PECAM-1 en el reclutamiento de leucocitos in vive uo esta claro, los estudios in vitro han
implicado a esta molécula en ambos lados de la interaccion, es decir, tanto en el endotelio
como en los leucocitos. Las evidencias en el sentido de la contribucion de PECAM-1 presente
en el endotehio han sido aportadas por Muller er af (1993), gquien demostré que tanto
anticuerpos anti-PECAM- [, como una forma soluble recombinante de la proteina, bloqueaban
la migracion a través del endotelio de los leucocitos sin afectar la adhesion de dichas células.
Por otro lado, también hay razones para suponer que PECAM-1, presente en la membrana

leucocitana, pueda estar implicada en este proceso, ya que anticuerpos dirigidos contra la
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proteina aumentan la capacidad de adhesion celular mediada por integrinas (Tonmoto ef al
1992; Berman ef af. 1992; Pal ef al. 1993).

i.16.2 Angiogenesis y desarrollo cardiovascular

Varias lineas de investigacion han sugerido la implicacion de PECAM-1 en los procesos
de angiogénesis. Asi, Albelda ef al. (1990), demostraron que las células endoteliales crecidas
en presencia de anticuerpos anti-PECAM-1 no pedian formar normahmente los contactos
célula-célula; y dicha inhibicion podia ser revertida tras retirar dichos anticuerpos. Por otro
lado, la adicion de estos anticuerpos a monocapas en cultivo de células endoteliales no tenian
ningun efecto. Estos resultados sugieren que PECAM-1 es importante para la iniciacion de los
contactos célula-célula pero no para su mantenimiento. Estudios recientes sobre la expresion
de PECAM- | durante el desarrollo morfogénico murino estan de acuerdo con los hallazgos en
la angiogénesis humana (Baldwin et al 1994). El establecimiento del sistema cardiovascular,
uno de los eventos mas criticos en el desarrollo del embrion de vertebrados, depende de la
mteraccion de las células endoteliales con las células adyacentes y con la matriz extracelular.
PECAM-1 es una de las primeras moléculas de adhesion endotelial que aparece durante el
desarrollo embrionario. De este trabajo se deduce ademas que PECAM-1 ¢s uno de los
marcadores mas tempranos de la diferenciacion del endocardio y que su expresion podria estar

regulada durante el desarrollo cardiovascular.
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Objetivos

El TGF-B es una citoquina multifuncional que actiia sobre nuchos tipos celulares y que
ejerce importantes efectos biolégicos sobre crecimiento, desarrollo y diferenciacion; por todo
ello es un modulador critico de la fisiologia celular. Admitiendo la relacion entre las respuestas
celulares producidas en presencia de un estimulo externo, y la regulacion a la que dichas
respuestas se ven sometidas a través de receptores especificos de dichos estimulos, nos

propusimos cinco objetivos en el desarrollo de este trabajo:

I-Estudiar los efectos que el TGF-§ induce en células monociticas. Caractenzar los
componentes implicados, tanto desde el punto de vista de la union del factor a sus receptores,

como de las posibles vias de sefializacion implicadas en las respuestas.

2-Caracterizar las moléculas implicadas en el fenomeno de adhesion celular,
considerado como uno de los efectos particulares inducido por el TGF-f3 en nuestro modelo,

profundizando en los mecanismos moleculares que las regulan funcionalmente.

3- Caracterizar la expresion de endoglina como molécula asociada al linaje monocitico

dentro de los tipos celulares sanguineos, y estudiar su regulacion por el factor.

4- Caracterizar la expresion en membrana de dos isoformas de endoglina y estudiar la

fosforilacion en sus dominios citoplasmicos asi como su regulacion por el TGF-f3.

5- Caractenzar el papel funcional que endoglina desempeiia en las respuestas celulares
mediadas por el TGF-f en c¢élulas monociticas, realizando un estudio comparativo de las dos

isoformas en las respuestas celulares analizadas.
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3.1 Soluciones y Reactivos

Fn este trabajo se utilizaran nombres genéricos de soluciones y reactivos, que con el fin
de simplificar el texto se resumen en esta seccion.
3.1.1 Soluciones

Tampon Hepes: 150 mM NaCl, 5SmM KOH, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 10 mM
Hepes, pH 7.4

Tampdn de lisis celular: 10 mM Tris-HCI pH 7.4 ,150 mM NaCl. ImM EDTA, 1%
Tritdon X-100. {mM benzamidina sodica, 10ug/ml de aprotinina, 10 pg/ml de pepstatina, 50
g/l de leupeptina v ImiM fluorure de fenilmeti sulfonilo (PMSF).

Tampon de carga para electroforesis de proteinas (2x): 125 mM Tris-HCIL pH 6.8, 2%
dodecil sulfato sodico (SDS). 26% Glicerol, 0.2% Azul de Bromofenol v 20 mM de (-
mercaptoetanol (solo en el caso de utilizar condiciones reductoras para la identificacion de
proteinas).

Tampoén de desarrollo de electroforesis de proteinas: 25 mM Tris base v 190 mM
Glicocola pH 8.3

Tampon MOPS (10x): 400mM MOPS, 100mM NaAc, 20 mM EDTA, 0.153% dietil
ptrocarbonato pif 7.

Tampon de carga de muestra de ARN: 50% Glicerol, 1mM EDTA. 0.4% Azul de
Bromofenol. 0.15% dietil pirocarbonate. Esta solucion se mezclé en proporciéon 1:10
respectivamente con la muestra, disuelta en MOPS (1x), 50% formamida. 6.3% formaldehido.
(.15% dietil pirocarbonato, en un volumen final de 30 pls.

Tampon de desarrollo de electroforesis para ARN: Tampon MOPS (1x).

Tampon SSC {20x): 3 M Na(l, 0.3 M NaCit pH 7.

Solucion de Denhardt (50x): 1% de Ficoll 400, 1% de polivinilpirrolidona, 1% de
albamina de sucro bovino (BSA).

Medio LB para crecimiento bacteriano: Composicion por litro, triptona 10 gr.
extracto de levadura 5 gr. NaCl 10 gr., este medio fie esterilizado mediante autoclave antes
de su uso.

- PBS (tampon fosfato salino): 136 mM NaCl, 5 mM KH,PO,, 2 mM KCl v 8§ mM
Na-HPO, pH 7 4.
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3.1.2 Reactivos

t1TRIS utilizado fue de Merck (Merck. Darmstadt. Alemania). asi como todas las
safes norganicas. el FDTA v EGTA, ELHEPES fue de Flow {(Flow Laboratonies. EEE.UU). El
MOPS, inhibidores de proteasas (benzamidina, aprotininina. pepstatina, leupeptina y PMSF),
mhibidores de {osfatasas (molibdato. ortovanadato y fluoruro sodicos): inhmbidores de quinasas
{H-7 y estaurosporina); agarosa. ¢l antibiotico geneticina {(G418), heparina humana. dextrano.
PMA. fibronectina humana purificada, azul de toluidina, citocalasina B y los marcadores de
peso molecular para electroforesis (miosina de conejo 205 kDa, B-galactosidasa de £. coli 117
kDa. fosforilasa B de conejo 97 kDa, albimina bovina 66 kDa, ovoalbamina 45 kDa v
anhidrasa carbonica bovina 29 kDa) fueron obtemdos de Sigma (Sigma Chemical Co., St
Louis. EE.ULJ). El Ficoll (ipo 400) fue de Pharmacia (Pharmacia Fine Chemycals. Uppsala.
Succia) asi como la proteina G acoplada covalentemente a sefarosa. El detergente Triton X-
100 fue de Calbiochem (Calbiochem Corp., La Jolla, EE.UU). El SDS fue de Bio-Rad (Bio-
Rad. Hercules, EE. UU). El factor transformante de crecimiento, recombinante humano TGF-
Bl. fue de R&D (R&D Systems, Abingdom, Inglaterra). El TGF-$32, el GM-CSEF, M-CSF e
IL-3, todos ellos recombinantes humanos, fueron obtenidos de Genzyme (Genzyme Corp.,
Boston, FI: UUj. A lo largo de esta memioria vy salvo indicacion expresa la nomenclatura TGF-
i3 hace referencia a la isoforma TGF-B1
3.2 Material de Cultivo Celular

En la reahizacion de este trabajo todo el material de cultivo empleado, tanto para el
mantenimiento de células como para los ensayos descritos, fue plastico Costar (Costar,
Cambrigde. FE.UU). Los medios de cultivo fueron RPM! 1640 v DMEM (Gibeco, Life
Tecnologies. Inc . Grand Island. EE.UU), suplementados con 10% de suero fetal bovino (FCS:
Flow), previamente inactivado a 56° C durante 30 minutos, 2 mM de L-glutamina . 100 U/ml
de penicilina v 25 pg/ml de gentamictna como antibioticos (todos ellos productos Gibeco). En
lo sucesivo dicha composicion, salvo indicacion expresa, se especificara como medio
completo. Como soluciones de lavado celular se han utilizado Hank's (Gibco) o PBS, v en los
ensayos donde fue necesario despegar células adherentes se utilizo tripsina 0.25%. 1lmM
EDTA en Hank's. Las células fueron mantenidas rutinanamente en fase exponencial de cultivo
en un incubador Heraeus (Heraeus. Osterode, Alemania). en atmosfera hameda y 5% de COx.

Todas las manipulaciones que requirieron ambiente estéril se realizaron en una campana de
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Hujo laminar vertical Gelaire BSB4 (Gelaire. Rtalia). Las células fueron colectadas mediante
cemtrifugacion con una centrifuga de mesa  GRP de Beckman (Beckman Instruments. Palo

Alto, ELL UU) a 600xe durante 3 minutos.
3.3 Células

Tipos celulares de cuatro especies diferentes se han utilizado para el desairollo de este
trabajo: humanas. raton. rata y mono. Las células humanas han sido lineas va establecidas,
células de sangre periférica, o células endoteliales obtenidas mediante cultivos primarios. Las
limeas celulares humanas utilizadas han sido U937, promonocitica; HL60, mielomonocitica; JY.
linfoblastica B: Jurkat, leucémica T v K562, eritroblastica. Todas fueron cultivadas en RPM!
completo en crecimiento exponencial. Las poblaciones celulares de sangre periférica se
obtuvieron a partir de donantes sanos. En el caso de eritrocitos v plaquetas. éstos fueron
separados de la fraccion leucocitaria por centrifugacion directa de la sangre. Una vez separadas
las tres fracciones (eritrocitos, leucocitos y plaquetas), los eritrocitos y plaquetas fueron lavados
con PBS o PBS ImM EDTA respectivamente y resuspendidos a la concentracion adecuada
para su posterior analisis. Las poblaciones leucocitanas fueron separadas a partic de sangre
completa mediante el método descrito por Boyum (1976), v en particular la punficacion de
monocitos se realizo por combinacion de dicho método con el descrito por Freundlish er al
(1983). Para ello se realizo la sedimentacion de los eritrocitos con una solucion de 6% dextrano
0.15 M NaCl en proporcion 1/5 (solucion/sangre). Después de producirse la sedimentacion, en
aproximadamente 30 minutos, la parte superior queda enriquecida en plaquetas v leucocitos.
Esta fraccion se coloca cuidadosamente sobre una solucion de Lymphoprep (d=1.077 gr/ml.
Nycomed, Oslo, Noruega), en proporcion 2/1 respectivamente y posteriormente se centrifuga a
800xg durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras este proceso se obtienen tres fracciones
diferentes: la superior con plasma y plaquetas, la mtermedia enriquecida en linfocitos vy
monocitos (fraccion mononuclear), y la inferior con las células polimorfonucleares y ertrocitos
contamunantes. La purificacion de las células polimorfonucleares se realiza mediante Ia
repeticion  de varios ciclos de lisis hipotonica de los eritrocitos con agua durante 50 segundos,
proceso en el cual las células polimorfonucleares no sufren alteraciones apreciables. La fase
mtermedia de linfocitos vy monocitos es recogida y lavada dos veces con Hank's. La separacion
entre monocitos v linfocitos se realiza mediante adherencia a plastico de cultivo que ha sido
previamente tratado a 37° C durante | hora con plasma autologo. o en su defecto plasma AB+.

tras incubacion durante 1 hora de la fraccion mononuclear de células en medio completo. [Las
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células no adherentes (fundamentalmente Imfocitos), son separadas mediante lavados con RPMI
en ausencia de suero. De este modo los monocitos quedan adheridos al frasco de cultivo, siendo
el grade de pureza. segin criterios morfologicos y de marcadores de membrana, de
aproximadamente un 95%. En los ensayos pertinentes los monocitos purificados fucron puestos
en cultivo con medio completo y a los tiempos indicados fueron recogidos con Hank's 1mM
EDTA durante 5 minutos a 37°C. Postertormente, fueron lavados con PBS v resuspendidos a la
concentracion adecuada para el correspondiente ensayo.

lLas células endoteliales fueron obtenidas a partir de cordones umbilicales de donantes
sanos  mediante  perfusion de ia venma umbilical con colagenasa (Boehringer} a una
concentracion de | mg/ml (A E.: 0.258 U/mg) tal v como se ha descrito (Muller e7 al. 1986}
Tras incubacion durante 30 minutos a 37°C con dicha actividad enzimatica. las cclulas fueron
recogidas mediante lavado de la vena con Hank's; v una vez colectadas fueron cultivadas en
RPMI suplementado con glutamina, antubidticos, 20% de FCS, 30 pg/ml de suplemento para
crecimiento de células endoteliales (Collaborative Research, EE.UU) y 100 pg/ml de heparina.
En los ensayos pertinentes, estas células se utilizaron entre los los pases 2-4, haciendo dilucion
del cultivo tras confluencia en proporcion 1/5.

{_as células de raton utilizadas fueron las de Ia linea de fibroblastos 1.929. Esta linea se
mantuve en cultivo empleando RPMI completo hasta confluencia. realizando pases en dilucion
1/5. Cuando fue necesario, las células fueron recogidas mediante tratamiento con tripsina/EDTA
durante 3 minutos a temperatura ambiente; la reaccion de la tripsina se detuvo mediante adicion
de RPMI completo, las células fueron lavadas con Hank's v resuspendidas a las concentraciones
adecuadas.

I.as celulas de rata utilizadas fueron las de la linea de mioblastos de musculo esquelético
LsEo. Lsta linea se mantuvo en cultivo en las mismas condiciones que las citadas para los
fibroblastos de ratomn. excepto que el medio fue DMEM vy la proporcion del suero fetal bovino
fue del 20%,

Las células de mono utilizadas fueron las de la linea epitehal de rifion COS-7. Esta linea
se mantuvo en cultivo en las mismas condiciones citadas anteriormente para los fibroblastos y al
igual que L¢Eo, el medio utihizado fue DMEM completo (en este caso la proporcion de suero

fetal bovino fue del 10%).
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3.4 Amicuerpos

En este trabajo se han utiizado tanto anticuerpos monoclonales como anticuerpos
policlonales. Fos siguientes Am fueren usados: 8111, generado en nuestro laboratorio mediante
mmunizacion de ratones BALB/c  con células U937 tratadas con PMA durante 48 horas.
siguiendo el metodo descrito por Cabaiias ef al. {1989). Este Am se selecciond por su mas alta
reactividad. evaluada mediante un ensayo de citometria de {lujo con las células U937 tratadas
con el ester de forbol, frente a las no tratadas. El isotipo de este Am es IgM, como se demostro
mediante un “kit” de determinacion de inmunoglobulinas (Hollan Biotechnology, Amsterdam,
Holanda). il Am 44G4 pertence a la subclase 1gGl v reconoce endoglina (Gougos y Letarte
1988a). E1 Am HC1/6 reconoce CD31 (Cabaiias et al. 1989; Schlossman ef o/ 1995b), v
pertenece a la subclase lgGl. Los Ams HCV/). FGl/6, FG2/2 v D3/9 reconocen CDIlc
receptor de transferrina o CD71, B2-microglobulina y CD45 respectivamente, (Cabatias ef af.
1988: Bernabeu ¢r al. 1986). Los Ams Bearl (anti CDUib). Bear2 (anti CD14) fueron
gentilmente cedidos por el Dr. C. Figdor (The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam). EI Am
RR1/) reconoce [CAM-1 (CD34) y tue gentilmente cedido por el Dr. T.A. Springer (Harvard
Medical School, Boston). Los Ams HPI1/7, TS2/16 v TS1/18 reconocen CD49d. CD29 v
CDI1la respectivamente y fueron una cesion generosa del Dr. Francisco Sanchez Madrid
{Hospital de la Princesa, Madrid). EI Am PID6 (Telios Pharmaceuticals, Palo Alto, EE.UU)
esta dingido contra CD4%. HEC-75 (CLB Laboratories. Amsterdam, Holanda) reconoce
CD31. asi como los Ams SG134, G118, NIH31-2, PECAM-1.3 y MB35 obtenidos de la seccion
de plaguetas del V Taller Internacional sobre Antigenos Humanos de Diferenciacton de
Leucocitos.

En nuestro laboratorio obtuvimos Aps frente a PECAM-1 en conejos tras inmunizacion
con PECAM-| purificado a partir de extractos solubles de celulas U937 tratadas con PMA. Los
Aps de conejo anti Receptor tipo H humano del TGF-[3, asi como el péptido control, fueron
obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (California, EE.UU). v los Aps de pollo anti-TGF-p
fueron de R & D Systems. Los Aps anti-fibronectma, fueron gentilmente cedidos por la Dra A.
Garcia Pardo (Centro de Investigaciones Biologicas, Madrid). La tabla 2 resume la especificidad

v noinenclatura de los anticuerpos utilizados.
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; -;\-lll‘l-ﬁili.‘,ﬁ)(‘} i E:&ICE(E(TERA—___ a i-i
T . Endoghna (CDIOSY |
!""i?i Gi |Endoglina (CD103y |
cTe  PECAM (@D3) e
HCEY lgp 150,95 (CD1le) ]
Gl |Rec Transfertina (CD71) B
G2 EZ—mici‘o globulina
Bear 1 |gp 16095 (CD1ib)
{' Bear2  |gp 55(CD14) i
kri'RTT”“TchM-l (CD54) ‘]
I B I
HP L7 Integrina a3, ({CD49d)
Fl—SmmR—u futegrinas cad 3, (CD29)
TSI/18 LFA-1a (CD11a)
| D3/9 | LCA, T200 (CD45)
:”ﬁ%“_’“kW&?

HEC-75 | PECAM-1(CD31) i

$G 134 PECAM-1 (CD31)

G118 PECAM-1 (CD31)

NIH31i-2 PECAM-1 (CD31}

[FECAM-U PECAM-1 (CD31)

bo— e

! t— —
i MB33 PECAM-1(CD31)

Policlona) PECAM-1 (CD31) {gen. en conejo)
P?)JI—I—;IOEJM‘ Anti-RI del TGF-{3 (gen. en conejg)ﬁ

Policlonal AntiTGF-B (gen. en polio)

Policlonal Anti-80 Kda Fibronectina (gen. en conejo)

S

Tabla 2. Resumen de fos anticuerpos monoclonales y policlonales utilizados en la realizacion de este
trabajo. Todos los Ams han sido generados en raton
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3.5 limunohistoguimiga

Biopsias de diferentes tejidos humanos fueron obtenidas poe el Dr. Agustin Acevedo
(Hospital de la Princesa, Madrid). Las muestras de bazo. amigdala, nodulo linfatico e higado
fueron tenidas con el correspondiente Am | seguido de incubacion con un segundo anticuerpo
acoplado a peroxidasa. o bien, mediante el método de antifosfatasa-fostatasa alcalina (Cabaiias

eral. 1939).

En la realizacion de este trabajo se han utilizado dos métodos diferentes para identificar
proteinas de superficie celular: Radiomarcaje de superficie con ( "Iy y marcaje con biotina.

Il marcaje de superficie con (‘*T) se realizé mediante IODO-GEN (Pierce), siguiendo el
protocolo descrito (Fracker y Speck 1978}, Tras el marcaje, se obtuvieron extractos solubles
con tampon de lisis a 4°C durante 40 minutos. Tras este proceso, los lisados fueron
centrifugados a 12000xg durante 15 minutos a 4°C. De esta manera, fueron separadas las
fracciones soluble e insoluble. La fraccion soluble fue sometida a inmunoprecipitacion especifica.

El marcaje de superficie con biotina se realizd sobre células U937, en suspension, a una
concentracion de 2x10° cel/ml, y sobre cultivos confluentes de células adherentes LeEq y COS-7.
en placas de cultivo de 60 mm. de diametro (1.5-2 x10° células/placa). En todos los casos. s¢
retiro el medio de cultivo y las células fueron lavadas con Hank's, Previamente al marcaje, las
celulas fueron equilibradas en tampon Hepes durante 30 minutos a 4° C, Tras este periodo, se
retird el tampon y se ahadio tampon nuevo en presencia de 0.5 mg/ml de NHS-LC-Biotina
(Pierce). Tras una imcubacion durante dos horas a 4°C con agitacion suave, las células fueron
recogidas por centrifugacion (en el caso de las células adherentes, se comprobo que la
tripsmizacion no afectaba a la expresion en membrana de la proteina que se trataba de
wentificar). Una vez colectadas, se hicieron extractos solubles con tampon de lisis durante 40
minutes vy posterior centrifugacion a 12000xg durantelS minutos, manteniendo durante todo el
proceso la temperatura a 4° €. La fraccion soluble fuc sometida a mnmunoprecipitacion
especifica.

3.7 Inmunoprecipitacion

En general. todas las mmunoprecipitaciones fueron llevadas a cabo a 4° C con proteina G
unida covalentemente a Sefarosa, aunque en algn caso particular se utthzo Proteina A acoplada
a Sefarosa. Para ello, los extractos solubles fueron preaclarados con 50 pls de Proteina G

durante 4 horas. Tras este proceso. las muestras fueron centrifugadas a 12000xg durante 2
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ninutos. v el sobrenadante fue anadido a 50 pl de Proteina G-Sefarosa. a la que previamente se
habia unido ¢l correspondiente anticuerpo mediante ircubacion por un periodo minimeo de 4
horas. 1.0s anticuerpos se utilizaron en forma de sobrenadante del hibridoma correspondiente
(200 w!). diluciones 1/500 de fluido ascitico (200 ul) o cuando se dispuso de anticuerpos
purificados se usaron Spg de los Aps anti-receptor 11 del TGF-ff o 10 pg de los Ap anu-
fibronectina. I.a mezcla [Sefarosa-Proteina G-Anticuerpo + extracto celular] fue incubada
durante toda la noche en agitacion. Cuando se utilizdé el Am 8k11 (1gM), el preacoplamienio
del anticuerpo se realizo sobre Sefarosa Proteina G, a su vez pretratada con el Am 187.1 de rata
anti-cadena Kappa de raton (Yelton et al. 1981). Tras la incubacion durante toda Ja noche, las
muestras fueron centrifugadas a 12000xg durante dos minutos v la fraccion nsoluble (Proteina
(;-Sefarosa) fue lavada dos veces con | ml de tampon de lisis antes de ser sometidas a
electrotoresis.

3.8 Analisis del ARN

ARN total tue aislado de las células utilizando el método descrito por Chomezynski v
Sacchi (1987). L.as muestras de ARN (10 pg) fueron desnaturalizadas y fraccionadas en geles de
agarosa al 1% en presencia de formaldehido. Una vez realizada la electroforesis, las muestras
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Millipore, EE.UU) mediante capilaridad
durante toda la noche. Una vez transferido, el ARN fue fijado a Ja membrana por tratamiento
térmico a 80°C durante 2 horas. Las membranas fueron pretratadas con solucion de hibridacion
(40 ml de solucion compuesta por 20 ml formamida, 10 ml SSC (20x), 2 ml Denhart’s (50x), 2
ml IM NaH,PO,, Iml ADN de esperma de salmén (10 mg/ml) v 5 ml agua, durante 6 horas a
42°C. Tras el pretratamiento, las membranas fueron hibridadas en Ia misma solucion anadiende
un exceso de sonda marcada con (7P). El marcaje de las sondas se realizo mediante el método
de “Random Primer” (Feinberg v Vogelstein 1983), utilizando para ello un “kit” comercial
{Amhersam). La hibridacion se llevo a cabo durante toda la noche a 42°C, v a continuacion se
lavaron las membranas de la siguiente forma: Tres lavados de 10 miutos a temperatura
ambiente con SSC (2x) + 0.1% de SDS; un lavado de 30 minutos a 52°C con SSC (0.1x) -
0.1% de SDS. Todos estos procesos se llevaron a cabo utilizando un homo de hibridacion

(Techne. Inglaterra).

Las sondas utilizadas ep este trabajo fucron las siguientes: E] fragmento EcoRI de 2.6 kb
a partir del ADNc de endoglina (Gougos y Letarte 1990). El fragmento Xhol de 0.7 kb a partir
del ADNc de PECAM-1 {(Simmons et al. 1990). El fragmento Xhol/Ncol de 2.7 kb del ADN¢
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de c-fos (Van Straaten e7 o/ 1983). El fragmento EcoRI/Pstl de 2.6 kb del ADN¢ de c-jun en
pUCI9 (Ryseck ¢7 /. 1988). El Fragmento Clal/EcoRI de 1.5 Kb obtenido a partir del tercer
exon de c-mye (Dalla Favera er af. 1982). El fragmento Kpnl/Bgl [ de 0.66 Kb obtenido a partir
del ADNc de B-actina de pollo. La sonda de actina fue utilizada como control de cantidad de
carga en los geles de ARN en algunos experimeritos aunque, en su mayoria se utilizo la tincion
con bromuro de etidio de fos ARNr. Todas las sondas fueron obtenidas a partir del aislamiento
del fragmento de ADNc presente en los correspondientes plasmidos, con los que se habia
transformade la cepa DH5a  de E.coli crecida en medio LB. Las bandas especificas
radiomarcadas fucron detectadas mediante peliculas de autorradiografia (Kodak. USA) o
mediante  un Phosphorlmager 410A y el “software” lmageQuant (Molecular Dynamics,

Sunnyvale, EE. U,

3.9 Electroforesis de proteinas

l.as proteinas fueron separadas y analizadas mediante clectroforesis en geles de
poliacrilamida, basicamente utilizando el método descrito (Laemmli 1970). Muestras de
extractos celulares totales, o bien mmunoprecipitados fueron diluidos con tampén de carga de
muestra, hervidos durante 5 minutos y, salvo indicacion expresa, fueron analizadas siempre en
mimgeles adaptados al sistema de electroforesis de Bio-Rad. Para la formacion de los geles se
utilizd acrilamida mezclada con N-N'-metilen-bis-acrilamida en una proporcion de 37.5/1
respectivamente (Bio-Rad). Como agentes polimerizantes se utilizaron N N,N'N'-tetrametilen
diammna (TEMED) y persulfato amonico al 10%, ambos de Bio-Rad. Los tampones base para Ja
formacion de los geles, concentrador y separador fueron 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 v 1.5 M Tris-
HCl pH 8.8, respectivamente. Los geles con porcentajes de acrilamida del 6 y 7.5 % fueron los
mas empleados como separadores, mieniras que los geles concentradores fueron del 4%. Las
electroforesis se llevaron a cabo en tampon de electroforesis de proteinas a voltaje constante de
130 V durante aproximadamente 1 hora. Terminada la electroforesis los geles tueron fijados con
una solucion del 20% de metanol y 7% de acido acético. Una ver fijados fueron secados v las
bandas detectadas mediante pelicula de autorradiografia (Kodak) o un Phosphorimager 410A

{Molecular Dinamics).

3.10 Electroforesis de AR

Una vez aislado el ARN, se cuantifico y midié ¢l grado de pureza mediante
espectrofotometria. utilizando las absorbancias a 260 v 280 min y entonces las muestras fueron

diluidas con tampon de carga. Para la electroforesis se utilizaron geles de agarosa al 1%. tampon
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MOPS (Ix). 7% formaldehido, 0.5 pg/ml bromuaro de etidio, 0.15% dietl pirocarbonato. las

clectrotoresis se realizaron a una intensidad constante de 25mA durante toda la noche.

3.11 Citometria de Flujo

[l analisis por citometria de flujo se llevo a cabo tratando las muestras siempre a 4°C.
mediante incubacion de 100 pl de suspension celular en PBS (concentracion aproximada de
5x10" células/ml) con el correspondiente anticuerpo (100 pl de sobrenadante de hibridoma o
100 ul de una dilucion 1/300 de fluido ascitico), durante 30 minutos. Tras un lavado con | ml de
PBS | las células se centrifugaron y se descarto el sobrenadante. Sobre el sedimento celular se
anadieron direcctamente 50 pl de una dilucion 1/30 de fragmentos F(ab)'2 de conejo anti-raton
marcados con isotiocianato de fluoresceina (Dakopats, Noruega). Tras una nueva incubacion
durante 30 minutos, las células tueron lavadas como antes. centrifugadas vy resuspendidas en 250
il de PBS. Dichas muestras fueron analizadas con un citometro de flujo modelo EPICS CS o
EPICS XL (Coulter Cientifica, Mostoles, Espafa), usando amplificacion logaritmica para
detectar fluorescencia. Para determinar el blanco del ensayo se utilizo sobrenadante de cultivo
del hibridoma X63 como anticuerpo irrelevante o altemativamente se hizo el marcaje en
ausencia del primer anticuerpo,
3.12 Generacion de transfectantes

En la realizacion de este trabajo se han generado tanto células transtectadas establemente
como cé€lulas transfectadas de modo transitorto, para ello se han seguido los procedimientos
descritos (Sambrook et al. 1989; Ausabel er al. 1993). Las células transfectadas establemente
fueron U937, L¢Ey v 1929, Las transfecciones transitorias correspondieron a células COS-7.
Para cstas transfecciones se han utihzado diferentes vectores de expresion. conteniendo en cada
caso los ADNe que codifican para la proteina completa en cuestion: El ADNc¢ de endoglina
(1soformas L. y S} msertado en el vector pCEXV (Miller et /. 1986). sc utilizo para las
transfecciones estables. Para las transtecciones transitorias. los ADNc se insertaron en un sitio
EcoR1I del vector pCMV3 (Invitrogen, EE UU). El ADNc correspondiente a PECAM-1 en el
vector CDMS (generosamente cedido por el Dr. Brian Seed, Massachusetts General Hospital,
Boston. EE.UU), fue utilizado para su transfeccion estable. Los receptores 1 y 11 humanos del
TGE-3 clonados en pCMVS fueron generosamente cedidos por el Dr. Joan Massagué (Sloan
Kettering Center, New York. EE.UU). Como método de seleccion en las transfecciones estables

se wilizo el antibiotico G418 (Neomicina), (Southem v Berg 1982), para lo que en dichas
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transtecciones se incluyo un plasmido que permitio la seleccion de las células transtectadas
resistentes a dicho antibiotico: el plasnndo utilizado tue el pSV2ZNeo

L.os transtectantes estables de tindoglna {ambas isoformas) v PECAM-1 cn fibroblastos
1.929 fueron gencrados por cotransfeccion de los correspondientes plasmidos v pSV2Neo por el
método del fosfato calcico. sobre 1-2 x 107 células. En la transfeccion se utilizaron 40 pg totales
de ADN con una proporcion de 10/1 para plasmido con ADNc¢/pSV2ZNeo. Tras el proceso de
transfeccion. las células fueron seleccionadas con 400pg/mi de G418 vy los clones obtenidos
fueron seleccionados mediante ensayo de citometria de flujo. Los transfectantes estables de
endoglina en células U937 se obtuvieron mediante electroporacion utilizando, en este caso, los
plasmidos linearizados mediante digestion con BamHI. La cantidad de ADN utilizada fue de 100
(g, para 3x 10 células. Para la electroporacidn, las células (resuspendidas en 400 pi de RPMI)
se mezclaron con el ADN (resuspendido en 100 ), en cubetas de 2 mm de un electroporador
FECM 6000 (BTX. EE.UU), utilizando las siguientes condiciones experimentales: 100 voltios,
2950 microfaradios, 186 ohmios, siendo la duracion del pulso de 30 mihsegundos
aproximadamente. Tras este proceso, las células fueron lavadas con RPMI y puestas en cultivo
en RPMI completo. A las 24 horas, se cambio el medio y se anadio 1.5 mg/ml de G418 para
seleccionar las células transfectadas. La expresion de endoglina fue deternnnada mediante un
ensayo de citometria de flujo. En la realizacion de este trabajo se utilizaron mayoritariamente
poblaciones de clones. aunque algunos experimentos (donde se indique} se realizaron con clones
obtenidos mediante dilucion limte. Los transfectantes estables de Endoglina en células Lskg
fueron obtenidos mediante el método de lipofectina (Felgner et al. 1982). En este caso, se
utilizaron las condiciones proporcionadas por el fabricante (Gibco), que consistieron en mezclar
20 ng totales de DNA (plasmido de endoglina en pCEXY sin linearizar junto con pSV2Neo en
proporcion 10/1 respectivamente), con 20 pg de Lipofectina en un volumen total de 200 pl de
DMEM. Lista mezela se mantuvo a temperatura ambiente durante 20 minutos. periodo tras el
cual el voiumen se igualo a 2 m! con DMEM vy se anadio a los cultivos subconfluentes de celulas
en placas de 60 mm de diametro (aproximadamente 3-4 x10° células/placa). Tras 24 horas de
transfeccion, las células fueron expandidas en proporcion /3 (relacion de superficie) y puestas
en cultivo en DMEM completo en presencia de 400 pg/mi del antibiotico G418, Tras la
seleccion con el antibiotico. los clones fueron catalogados como positives o negativos mediante
un ensavo de citometna de flujo. En todas las transfecciones estables se mcluvo un coatrol de

celulas transfectadas solo con el plasnido de resistencia pSV2Neo.

L
b
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[as transtecciones transitorias en celulas COS-7 se vealizaron tambicn con el método de
Lipofectina como se acaba de describir. excepto que en estos ensavos s¢ cotransfectaron
distintas combinaciones de las isoformas de endoglina en el plasmido pCMV 3 vio los receptores
Tipo I v I umanos del TGF-[3, en dicho plasmido. Como control. se incluyeron transtecciones
con ¢l plasmido sin mserto. Los ensayos de expresion, (en este caso deteccion de receptores

mediante radiomarcaje de afinidad), fueron realizados a las 72 horas pos-transfeccion.

3.13 Lnsayos de proliferacion celular

Células U937 fueron puestas en cultivo en medio RPMI completo utilizando placas de
cultivo de 96 pocillos de fondo plano. La concentracion fue de 3 x 107 células/pocilio en 100 pl
de volumen, Lin ¢stos ensayos las células fueron tratadas con las concentraciones v reactivos que
en cada caso se indican. Seis horas antes de la terminacion del ensavo, se anadié a los cultivos
JuCi/pocille de (*H)-metil-timidina (A.E.: 2 Ci/mmol;Amersham Ibérica. Madrid. Espafia). Las
muestras. por triplicado. fueron recogidas mediante un colector celular Skatron (Skatron, Lier,
Noruega). mezcladas con liqudo de centelleo v la cantidad de radiactividad incorporada en el

ADN fue estimada en un contador 1219 Rackbeta para emision [3 (LKB. Bromma, Suecia).

3.14 Ensavos de adhesion célula-célula

Dos tipos diferentes de ensayos de adhesion célula-célula se han realizado en este
trabajo: Adhesiones homotipicas entre células U937 y adhesiones heterotipicas entre células
U937 v fibroblastos 1.929 transfectados con PECAM-]. Los primeros se realizaron eu las
mismas condiciones de cultivo que se han sefialado en el apartado “Ensayos de Proliferacion
Celular”. En cada caso, los tratamientos correspondientes fueron realizados por triphcado y la
cuantificacion del porcentaje de células agregadas. a diferentes tiempos, se realizo mediante
observacion con un microscopio de contraste de fase (Nikon Diaphot, Tokio, Japon). El calculo
dei porcentaje se hizo mediante ensayo ciego con tres observadores. Las adhesiones heterofilicas
tueron reahzadas mediante co-cultive de células U937 v transfectantes de fibroblastos. Para
ello. 2.5x10" fibroblastos (transfectantes control y de PECAM-1) fueron puestos en cultivo en
placas de 96 pocillos de fondo plano en RPMI completo. A las cuatro horas (tiempo en el que se
produce la adhesion de los fibroblastos al sustrato), se afiadieron 3 x10* células U937, en un
volumen final de 200 ul. Estos co-cultivos fueron realizados por triplicado y en ausencia o
presencia de 500 pM de T'GF-f3. durante 24 horas. Transcurrido este tiempo las placas fueron
lavadas suavemente con RPMI, previamente calentado a 37° C. La estimacion del namero de

celulas U937 adheridas a los transfectantes se realiz0 mediante dos métodos diferentes: Fn el
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primero. una vez lavadas las placas, las células U937 se tineron con el anticucrpo 1D3/9 (anti-
CID3) Tras incubacion con el anticuerpo durante 30 mmutos a temperatura ambiente. los
pociltos tueron lavados dos veces con RPMI v se realizo una segunda incubacion en las mismas
condiciones con lgG de cabra anti-raton acoplada a Dynabeads (Dynal. Oslo. Noruega). bl
fundamento de este proceso es aprovechar la refringencia de fas bolitas magnéticas y poder
cuantificar utilizando ¢l microscopio de contraste de fases. La preparacion de Dynabeads se uso
a la dilucion correspondiente para anadir 2x10° bolitas/pocillo. Finalizada la segunda incubacion
se procedio de nuevo al lavado de las placas tal y como antes se ha referido. La cuantificacion
se realizo contando bolitas/campo en los trplicados. El segundo método se realizé mediante
marcaje metabolico de las células U937 con (*H)-metil-timidina. Para ello. células U937 (5 x 10°
celulas/miy fueron cultivadas en RPMI completo durante 14 horas en presencia de 5 nCi/mi del
marcador radiactivo. Tras este periodo las celulas fueron lavadas dos veces con RPMI vy puestas
a la concentracion adecuada para realizar el co-cultivo con log transfectantes en las mismas
condiciones que se han desento anteriormente. Transcurridas 24 horas, las placas fueron lavadas
de modo sinular v el cultivo contenido en el pocillo fue recogido mediante lisis con una solucion
0.1 N NaOH + 0.1% SDS. La radiactividad asociada a los pocillos (por triplicado). fue estimada

con liguido de centelleo en un contador para emision [3.

3.15 Ensayos de adhesion célula-sustrato extracelular

En este trabajo se han realizado dos tipos diferentes de ensayos para medir la capacidad
de adhesion a sustrato de las células: Capacidad de adheston directa al plastico de cultivo, o
capacidad de union a fibronectina previamente unida a plastico. En ambas metodologias se
ufilizaron celulas U937 transfectadas (control y ambas isoformas de endoglina), por triplicado.
Los ensayos de union directa se realizaron cultivando 5x10" células por pocillo en presencia o
ausencia de 500 pM de TGH-B a diferentes tiempos. En los ensayos de unidén a fibronectina
unida a sustrato, placas de cultive de 96 pociilos, fueron tratadas con 100 1l de una solucion de
fibronectina en PBS durante 2 horas a 37° C, siendo la cantidad total de proteina afiadida al
pocillo de | ug/em’. Transcurrido este tiempo los pocillos fueron lavados tres veces con PBS ¢
mcubados con 100 pi de una solucion 1% de BSA en PBS, durante un periodo adicional de |
hora a 37° C: entonces. se lavaron de nuevo tres veces con PBS. Las células que se atadieron a
estos pocillos habian sido tratadas durante 24 horas en RPMI compieto (5 x 107 ¢células/ml). en

presencia de 500 pM de TGF-[3. Tras este tratamicuto fueron recogidas v lavadas con RPMI v



Materiales v métodos

resuspendidas en RPMI . 1% BSA | 10mM Hepes pH 7.4 a la misma concentracion y sc
anadieron 100 pl de esta suspension a los pocitlos, incubandose durante | hora a 37° C.

En ambos casos. terminados {os tiempos de incubacion ¢l medio de cultivo fue retirado
suavemente v los pocillos lavados dos veces con 100 pl de 0.9 mM  CaCls, 0.5 mM MgCl, en
PBS. Las celulas unidas al pocillo fucron fijadas durante toda la noche con 1% de glutaraldehido
a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas tres veces con PBS y las células tefiidas con
0.1% de azul de toluidina durante 2 horas en las mismas condiciones de temperatura. Una vez
tenitdas las células. los pocillos se lavaron tres veces de nuevo y el colorante asociado a las
cehulas tue extraido con 100 1l de una sohiciom al 10% de acido acético. La absorbancia en los
pocillos a 628 mm fue esumada mediante un Maltiscan Biochromatic (l.absystem, Helsinki,
Finlandia). El porcentaje de células unidas al sustrato se calculd utilizando un curva de
calibracion
3.16 Oligonuclegtidos anti-sentido

En este estudio se diseito un oligonucleotido de 21 nucledtidos correspondientes a la
secuencia anti-sentido que flanquea el sitio de iniciacion de la traduccion del ARNm de
PECAM-1. Como control, se utiizd la secuencia anti-sentido de la cadena ligera de 1gG
humana. Los oligonucleotidos fueron sintetizados usando mondémeros modificados en forma de
tostorotioato (Murray 1992), mediante un sintetizador Gene Assembler Special (Pharmacia).
Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados fueron:

Anti-sentido  PECAM-1: 5-CCACCTCGGCTGCATCCTGAG-3".  Control: 5~
ACCCCAGCTCAGCTCAGCTC-3". En los estudios de inhibicion celular realizados con células
U937 los oligonucledtidos se utilizaron a una concentracion de 200pM.

3.17 Marcajes metabalicos con (7S)-Met/Cys

Los marcajes metabolicos con (*°S)-Met/Cys fueron utilizados en dos tipos celulares
diferentes: Fibroblastos [.929 y células U937, En los transfectantes 1.929 el marcaje se realizo
con cultivos confluentes de las células en frascos de 75 cm’. a los que se les retird el medio,
fueron lavados con Hank's y después se ncubaron a 37° C durante 30 mimutos en RPMI sin
mefionina ni cisteina (ICN Biomedicals, Barcelona. Espafia). Tras este periodo. se retird el
medio v se afiadio de nuevo RPMI sin metionina/cisteina suplementado con 10% de FCS
previamente dializado frente a PBS. El marcaje se hizo utilizando 100 pCiml de (7S)-
metionina:cisteina (Trans = S-label: A E.. >1000 Ci/fmmol; ICN Biomedicals) duranie 12 horas a

37% C. Una vez terminado el periodo de incubacion, el medio fue retirado v las celulas lavadas
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con PBS. levantadas por tripsinizacion v colectadas mediante centrifugacion. Después. las
celulas fueron hsadas con tampon  de lisis ¥ sometidas a mmunoprecipitacion con el Am 44G4

(anti-cndoghna) como se describe en el apartado “Inmunoprecipitacion™.

Las ¢élulas U937 transfectadas fueron sometidas a marcaje metabolico en las mismas
condiciones que las descritas anteriormente, excepto que la densidad celular fue de Ix10°
células/ml, fa concentracion de (¥S)-metionina/cistema fue de 50 uCi/ml y el marcaje se llevo a
cabo en ausencia de FCS durante 4 horas en las mismas condiciones. En este caso. se utilizo ¢l
sobrenadante para inmunoprecipitar la fibronectina secretada por las células al medio. Para ello
fos transfectantes fueron tratados durante 4 horas (coincidiendo con el marcaje metabolico) o 24
horas, (20 horas de tratamiento en medio RPMI completo + 4 horas de marcaje metabolico). en
presencia de 500 pM de TGF-3. Una vez recogidos, los sobrenadantes fueron centrifugados a
12000xg durante 3 minutos para eliminar restos celulares y este nuevo sobrenadante fue
sometido a immunoprecipitacion como se describe en el apartado “Inmunoprecipitacion”
utilizando Aps anti-fibronectina. Los inmunoprecipitados fueron sometidos a electroforesis en
geles de poliacrilamida en presencia de SDS, en condictones no reductoras (fibroblastos) o

reductoras (JO37).

3.18 Marcaje metabalico con ( ‘%E'P)-Onofosfatq

El marcaje metabolico con (*P)-Ortofosfato para la deteccion de fosfoproteinas se
realizo en cuatro tipos celulares diferentes: Células U937 (linea parentat), cultivos primarios de
celulas endoteliales, transfectantes de endoglina en células 1.929 y transfectantes de endoglina en
U937. Para las células adherentes (fibroblastos v endotelio), se utilizaron cultivos confluentes en
frascos de 75 cm”. Las células U937 fueron marcadas a una concentracion de 1x10° células/ml.
tn todos los casos se retird ¢l medio de cultivo v las células fueron lavadas con Hank's, después
se pusieron de nuevo en cultivo a 37°C en RPMI libre de fosfatos (ICN Biomedicals) durante 30
minutos. A continuacion. se retird dicho medio v se afiadio medio fresco suplementado con 10%
de FCS, previamente dializado frente a solucién salina de 0.9% NaCl, y 100 puCiml de (*P)-
Ortofostato. Las células fueron marcadas metabolicamente durante 4 horas a 37°C. Finalizado el
marcaje, todas las manipulaciones se realizaron a 4°C: Las c¢élulas fueron colectadas y lisadas
con tampon de lisis celular en presencia de inhibidores de fosfatasas (1mM Ortovanadato sddico.
ImM Molibdato sodico v ImM Fluoruro sodice) Tras la lisis. la fraccion insoluble fue separada
por centrifugacion a 12000xg durante 15 minutos y el sobrenadante sometido a

mmunoprecipitacion con anticuerpos anti-endoglina (44G4 v 8E11). anti-PECAM-1 (PLLCAM
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1.3 v HC o) v antt CDile (HCI/1), o control (X63). Algunos ensayos con las células U937
(linca parental). ast como los transfectantes de endogling en 929 v U937, fueron llevados a
cabo en presencia de 500 pM de TGF-f3. Para caractenzar la tostorilacion de PECAM-1. los
tratamientos superiores a 4 horas se realizaron cultivando las células en RPMI completo a 5x10°

células/ml. haciendo coincidir las ultimas 4 horas de tratamiento con el marcaje metabolico.

3.19 Analisis de fosfopéptidos

Células [.929 transfectadas con cada isoforma de endoglina fueron metabohcamente
marcadas con (*°P)-Ortofosfato, sometidas a inmunoprecipitacion con el Am 44G4 y la proteina
radiomarcada fue separada mediante electroforesis en un gel del 6% de acrilanida. Una vez
localizadas las bandas correspondientes mediante autorradiografia, ¢éstas fueron cortadas y
eluidas del gel (Boley er a/. 1991). Digestiones proteoliticas de los eluidos se llevaron a cabo.
primero con la endoproteasa Glu-C de Staphviococcus aureus V8 (EC 3.4.21.19: Boehringer
Manheim. Barcelona, Espana) en 0.1 M NH,HCO;, a pH 7.4 durante toda la noche a 37°C,
seguida de incubacidon con la endoproteasa especifica de prolina de Flavobacterium
meningosepticun (EC 3 4.21.26; ICN Biomedicals) en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.0 durante 3
horas a 30°C. Los fosfopeptidos obtenidos fueron separados mediante electroforesis en capa fina
en 10 g/l de (NH,)CO;: a pH 8.9 durante 30 minutos a 1000 voltios (Boley er a/. 1991). Los
pépuidos radiomarcados fueron detectados mediante un Phosphorlmager 410A utilizando el

“software” ImageQuant.

3.20 Analisis de fosfoaminoacidos

Céluias L1929 tranfectadas con la isoforma larga de endoglina fueron marcadas
metaboélicamente con (P)-Ortofosfato y sometidas a inmunoprecipitacion y electroforesis en las
mismas condiciones descritas en al apartado anterior. Una vez desarrollada Ia electroforesis. las
muestras fueron sometidas a electrotransferencia (ver apartado “I'ransferencia de Proteinas ¢
Inmunodeteccion™), utilizando una membrana de nylon {Hybond-N: Amersham International).
Una vez detectada la banda correspondiente en la membrana de nylon mediante autorradiografia,
ésta fue contada y directamente digerida en 200 pul de 6M HCl a 110° C durante 4 horas. Los
fosfoaminoacidos fueron analizados mediante electroforesis bidimensional en capa fina (Boley

eral 1991).

3.21 Trangterencia de proteinas e inmunodeteceion

l.a transferencia de proteinas desde el gel de acrilamida hasta las membranas de

nitrocelulosa (0.22 pum: Millipore), se llevo a cabo a 300 miliamperios, durante 75 minutos a 4°
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C cn cubetas disenadas al efecto. La clectrotransferencia se realizo en tampon de transferencia
compuesto por tampon de electroforesis de protemas. 20% metanol pH 8. Una vez realizada la
transferencia. las proteinas fueron detectadas en la membrana mediante tincion con el colorante
Rojo Ponceau. El filtre fue posteriormente desteiiido con solucion de acido acético al 5% vy
lavado repetidas veces con agua. Entonces, se procedio al blogueo del filtro para evitar uniones
imespecificas durante la inmunodeteccion, mediante tratamiento de la membrana durante 1 hora a
temperatura ambiente con leche desnatada en polvo al 5% en PBS. Tras este bloqueo. se
procedio a la meubacion con el correspondiente Am. Para ello, se utilizo sobrenadante de cultivo
del hibridoma correspondiente diluido al 50% en la solucion de leche en PBS, o bien dilucion
171000 de fluido ascitico en la misma solucion. La incubacion se llevo a cabo en bolsas de
plastico. disenadas acordes al tamaiio del filtro, durante toda la noche a temperatura ambiente
con agitacion. 1ras este proceso. la membrana fue lavada con PBS durante cinco minutos cuatro
veces y entonces se procedio a la incubacion con el segundo anticuerpo: Inmunoglobulina de
cabra anti-inmunoglobulina de ratoén acoplada a peroxidasa (Dakopats) a dilucion 1/1000 en
solucion de leche-PBS. Tras una incubacion adicional durante | hora a temperatura ambiente, se
procedid de nuevo a lavar las membranas como se ha descrito mas armba. Las muestras que
procedian de ensayos de marcaje con biotina, inmunoprecipitacion y electroforesis fueron
tratadas de modo idéntico al descrito, excepto que la reaccion de reconocimiento especifico se
realizd medianie incubacion de la membrana con 2 pg/ml de estreptavidina acoplada a
peroxidasa {Pierce) en las mismas condiciones de la incubacion con el segundo anticuerpo de la
immunodeteccion. En ambos casos las bandas especificas fueron reconocidas mediante un ensavo

de quimioluminiscencia utilizando un “kit” comercial (Amersham).

3.22 Ensavos de asociacion al citoesqueleto

Estos ensayos fueron realizados para demostrar la asociacion de PECAM-1 a la fraccion
msoluble celular. Para ello U937 (linea parental) fue puesta en cultivo en  ausencia o presencia
de 500 pM de TGF-$ a una densidad de 5x10” células/ml, Algunos ensayos se llevaron a cabo
ademas en presencia de 20 uM de citocalasina. Tras el tratamiento, las células fueron colectadas
v lavadas con PBS. La separacion de las fracciones celulares soluble e insoluble fueron
basicamente realizadas como describen Newman ef / (1992), con algunas modificaciones. Una
vez colectadas las células fueron lisadas en 400 pls de 1% Triton X-100, 100 mM MLS, (.5 mM
MgCly, imM PMSE. ImM NaF, ImM Na;MoO,, 1mM Na:VO,, 2mM EGTA, pH 6.7 (tampon

de citoesqueleto), durante 5 minutos a 4°C. Las muestras fueron enmtonces centrifugadas a
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13000xg durante 15 minutos a 4°C en una ultracentrifuga TL100 Beckman, con un rotor TLA
100.2 (Beckman Instruments Inc. Palo Alto. EE UU). Este proceso condujo a la obtencion de
las fracciones soluble (sobrenadante) ¢ msoluble (sedimento). La fraccion imsoluble fue lavada
suavemente tres veces con tampon de citoesqueleto mediante pipeteo., resuspendidas en 200 wl
del mismo tampon e incubadas con 200 U de DNasa tipo | (AE: 2000 U/mg. Boethinger-
Mannheim). durante 10 minutos a 37° C. A continuacion, se aiadio tampon de carga de
clectroforesis (2x) y las muestras se sonicaron durante 3 minutos a 4°C. Las fracciones solubles
fueron mezcladas directamente con I volumen del mismo tampon de carga. Entonces, tanto las
fracciones solubles como insolubles fiteron hervidas v sometidas a electroforesis en geles del 6%
de acrilamida en condiciones no reductoras. Una vez realizada la electroforesis. las muestras
fueron clectrotransferidas a membranas de nitrocelulosa y se llevé a cabo un ensayo de
mmunodeteccion con el Am HC1/6, tal v como se describe en la seccion “Electrotransferencia e

Imnunodeteceion de Proteinas™.

3.23 Determinacion de actividad PKC

Células U937 (4x10") fueron colectadas tras el tratamiento con 500 pM TGF-f durante
los tiempos indicados, lavadas dos veces con PBS y una vez resuspendidas, mantenidas en hielo.
en 200 pl de tampon TEM (20mM Tris-HCL, pH 7.5, 0.5 mM EDTA. 0.5 mM EGTA, 10 mM
P-mercaptoetanol. 25 pg/ml de leupeptima vy 25 pg/ml de aprotinina). Se obtuvieron
homogencizados de estas células mediante aspiracion y expulsion con una jeringa a traves de una
aguja de diametro 25. Los homogeneizados fueron centrifugados primero a 1000xg durante 5
minutos a 4°C para sedimentar los nucleos y grandes restos celulares, y después a 100.000xg en
una ultracentrifuga Ti-100 (Beckman) durante 30 minutos a 4° C. De esta manera, se
obtuvieron dos fracciones. sedimento y sobrenadante, que se utilizaron como fuente para las
medidas de PK( asociada a membrana y a citosol. Los extractos de membrana se prepararon
resuspendiendo el sedimento en 50 pls de tampon TEM. en hielo. 50 ug de proteina total
(estimada mediante ensayo colorimetrico realizado en paralelo con el “kit™ Protein assay
reagent; Bio-Rad), tanto de la fraccion citosolica como de membrana, fueron utilizados para
medir actividad PKC. basandonos en ¢l método descrito por Yasuda ef al. (1990). utilizande
para ello un “kit” comercial para medir dicha actividad (Gibco). Los extractos proteicos fueron
meubados durante 5 minutos a 30° C con micelas mixtas formadas por 0.28 mg/mi de
tosfatidilserina. 1mM de! éster de forbol PMA y 0.3% de Triton X-100, [y-(*PYATP (20-25

mCi¥ml; 3000 Ci/mmol; Amersham). v 50 mM de péptido con secuencia especifica de sustrato
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para la proteina quinasa C obtenida a partir de proteina basica de mielina. Una vez llevada a
cabo la reaccion las muestras fueron secadas en filtros de fosfofocelulosa (Millipore) y lavadas
con acido ortofosforico al 1%. La cantidad de radiactividad incorporada en los peptidos fue
cuantificada mediante contaje por centelieo en un contador para radiacion B (LKB). Las medidas
fucron realizadas por triplicado vy los valores netos de actividad se obtuvieron restando a la
actividad de cada muestra ¢l valor obtenido al realizar ¢l ensayo en ausencia de la mezcla de

tosfolipidos.

Los marcajes de afinidad de los receptores del TGF-P3, fueron realizados con células
U937. LsE. v €COS-7. todas ellas tranfectadas con ambas isoformas de endoglina, y en el caso
de COS-7. cotransfectadas ademas con los receptores [ y Il humanos de] TGF-3. En todos los
casos se siguio la metodologia descrita por Massagué (1987), con algunas modificaciones. En el
caso de las células 1J937_ estos ensayos se realizaron con un maximo de 5x10° ¢élulas/ml, en un
volumen total maximo de 2 ml. En el caso de las células 1.sE; y COS-7 los ensayos se realizaron
con cultivos confluentes en placas de cultivo de 60 mm de didmetro (entre 1,5-2 x10° células
totales). En todos los casos, se retiro el medio de cultivo vy las células fueron lavadas con
Hank's. A partir de este punto, todas las manipulaciones se realizaron a 4°C. Una vez lavadas.
las células fueron puestas en tampon Hepes durante al menos 45 minutos. Transcurnido este
tiempo se cambio por el mismo tampon fresco suplementado con 0.1% BSA (tampon de union
de la citoquina a sus receptores). Una vez equilibradas las células en dicho tampon, se afiadio
(""I}FTGF-B (Amersham; actividad especifica 1200-2000 C¥mmol) a las concentraciones
indicadas en cada caso. En algunos ensayos. junto a la citoqumna radiomarcada. se afiadio un
exceso de 30 veces en concentracion de la citoquina no marcada, para demostrar por
competicion la especificidad de los receptores detectados. Las células fueron entonces incubadas
durante 4 horas con agitacion en presencia de la citoquina radiomarcada. Transcurrido este
tempo las celulas fueron lavadas tres veces con tampon Hepes, bien por centrifugacion a 600xg
durante 3 nunutos, bien mediante aspiracion del sobrenadante en el caso de células adherentes.
Una vez lavadas, las células fueron puestas de nuevo en tampdn Hepes (en el mismo volumen
que el de partida). y la citoquina fue unida covalentemente a sus receptores mediante el agente
de entrecruzamiento disuccinimidil suberato (DSS: Pierce) a concentracion 0.3 mM durante 132
minutos en agitacion. Una vez realizado e] entrecruzamiento, se procedio a lavar las células 4

veces con tampon Hepes como antes se ha indicado. Las células U937 fueron directamente
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lisadas cn tampon de lisis. mientras que a las células adherentes se les anadio tampon [0 mM
Tris-HCL 130 mM NaCl v 1mM EDTA, pH 7.4, durante 10 minutos para facilitar que se
despegaran: finalmente fueron recogidas mediante raspado suave de las placas con un raspador
de teflon v centrifugacion a 600xg durante 3 minutos. Una vez colectadas. las celulas  tueron
resuspendidas en tampon de lisis en un volumen de 100 pl. La hsis celular se realizo durante un
periodo de 45 minutos con agitacion, después del cual las muestras fueron sometidas a
centrifugacion a 12.000xg durante 15 minutos. La fraccion soluble fue utilizada para su
posterior analisis, bien por inmunoprecipitacion, bien de los extractos totales segin se indica en
cada caso. Las inmunoprecipitaciones fiueron realizadas segin se indica en el apartado
“Inmunoprecipitacion” Para analizar los extractos totales, las muestras fueron diluidas con
tampon de carga de muestra (6x) en condiciones no reductoras. salvo indicacion. Tras la adicion
del tampoén de carga. las muestras fueron hervidas durante 3 mmutos vy sometidas a
electroforesis. que en este caso se realizd utilizando geles de acrilamida al 7.3%, de 16 x 16y
0.15 cm de tamaino: el desarrollo se realizo en 4-5 horas a 40 mA. El resto de las condiciones
experimentales fueron similares a las descritas en el apartado “Ilectroforesis de proteinas”™. las
bandas marcadas fueron detectadas mediante un Phosphorimager 410A v el paquete informatico

ImageQuant (Molecular Dynamics).

3.25 Ensayos de degadacién del ('*1)-TGF-B

Los ensayos de degradacion de (‘7

-TGF-B tueron basicamente realizados como
describen  (lrolik er af. 1984) con células U937 transfectadas con ambas isoformas de
endoglina. Las células fueron recogidas de cultivo, lavadas con Hank's y resuspendidas en
DMEM suplementado con 25 mM Hepes y 0.1% de BSA, pH 7.4 donde fueron incubadas
durante 45 minutos a 37°C. Una vez equilibradas en dicho medio. las células tueron lavadas v
resuspendidas en medio fresco a una concentracion de S5x10° células/ml. donde fueron
incubadas durante | hora a 37° C en presencia de 100 pM de (""1)»-TGE-B. Tras la unién de la
citogquina a sus receptores, las células fueron colectadas mediante centrifugacion y lavadas
cuatro veces con medio fresco a 4°C. Alicuotas de 2.5 x 107 células en 0.5 ml. fueron
transferidas a tubos nuevos y reincubadas en medio fresco por periodos adicionales de 30, 60
y 90 minutos a 37° C. Como control, una alicuota fue mantenida en hielo hasta el final del
ensayo (considerada como tiempo=0). Al final de cada periodo de incubacion. las células
fueron recogidas mediante centrifugacion a 600xg duraite tres minutos. lamediatamente, el

sobrenadante fue retirado y se le afiadio acido tricloroaceético al 10% (concentracion final) para
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precipitar las proteinas. Estas muestras fueron mantenidas en hielo durante 30 minutos y una
vez realizada Ia precipitacion, se separo la fraccion soluble de la insoluble mediante
centrifugacion a 12000xg durante 10 minutos a 4°C. Para cada tiempo de incubacion los
ensayos fueron realizados por triplicado v la radiactividad asociada a las células. a la fraccion
soluble v a la fraccion insoluble fue medida mediante un contador 1282 Compugamma CS
(KB, Bromma. Succia) de radiacion y. La radiactividad total presente en cada muestia
(radiactividad en las células + radiactividad en cada fraccion del sobrenadante), fue considerada
100% v a partir de estos valores se hizo el calculo porcentual de la radiactividad asociada a la
fraccion soluble en tricloroacético. Para el calculo del nivel relativo de unidn de la citoquina a
las células. la radiactividad asociada a las células tomadas como control (tiempo=0), se le
asigno el valor arbitrario 100. La cantidad de citoquina unida a 1x10" células fue calculada a

partir de fa radiactividad asociada directamente a una alicuota 100 pM de ("1)-TGF-p.
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4.1 Efecto del TGF-{3 en proliferacion celular, agregacion y fepotipo de las células U937

TGE-f3 es un inhibidor de la proliferacion de muchos tipos celulares (Massagué 1990;
Roberts y Sporu 1990). De acuerdo con estos antecedentes, el tratamiento de fas celulas U937
con dicha citoquina, mostraron mhbibicién de la proliferacion (Fig. 10 A), produciéndose la
detencion del! ciclo en la fase G1. El maximo efecto con el TGF-f3 se obtenia tras 48 horas de
tratamiento y un efecto similar fue observado con el GM-CSFE, mientras que los tratamientos
con IL.-3 o M-CSF no ejercen un efecto detectable sobre la proliferacion celular. Como control
en estos ensayos se incluyo el PMA, el cual es un agente prototipico utilizado en el estudio de
la diferenciacion macrofagica, y por tanto inhibidor del crecimiento, en este tipo celular. Al
mismo tiempo que se produce este efecto inhibidor de proliferacion sobre las células, pudimos
comprobar que los tratamientos con TGF-f3 inducian la formacién de agregados celulares (Fig.
10 B). Estudios cinéticos demostraron que este efecto afectaba practicamente al 100% de las
células y alcanzaba la saturacion aproximadamente a las 24 horas de tratamiento (Fig. 10 C).
Este fendmeno de agregacion celular requeria la presencia de cationes divalentes en el medio,
va que era iphibido en presencia de un agente quelante como el EDTA; metabolismo celular
activo. ya que no se producia a 4°C; v la integridad del citoesqueleto, ya que la presencia de
inhibidores de la polimerizacion de filamentos de actina (citocalasina B}, daba lugar a su
inhibicion (Fig. 10 D).

Muchas moleculas estan implicadas funcionalmente en fenomenos de adhesion célula-
célula y son expresadas de forma constitutiva en la superficie de las células U937, Sin
embargo, esta linea celular crece en suspension y los fenomenos de agregacion son
practicamente inexistentes en ausencia de estimulos. Aparentemente nos encontrabamos ante
unta situacion de activacion de algan receptor de membrana, y por ello, procedimos a detectar
los posibles cambios de expresion de algunos de ellos mediante ensayos de citometria de flujo
{Fig. 11 A). Células no tratadas y tratadas durante 24 horas con TGF-[3 mostraban unos niveles
de expresion similares de las integrinas leucocitarias $2: LFA-1, Mac-1, p150,95 y la propia
cadena comun f32; respecto a las integrinas del grupo f31 (VLAs), encontramos una
disminucion de expresion de la cadena o, y aumento de s, resultados de acuerdo con los
reportados por otros autores (Bauvois ef al. 1992); no pudimos detectar variaciones
significativas en la cadena comin 1. Respecto a moleculas del grupo CAM (Cell Adhesion

Molecules) detectamos cambios, con disminucion de expresion en membrana de [CAM-1 y un
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fucrte aumento de expresion de PECAM-1. En relacion con este aumento. se demostro
mediante cstudios cinéticos, que la aparicion de los agregados se correlacionaba con el
aumento de expresion en membrana de dicha protema (Fig. |1 B). v que ¢l analisis del ARN
corroboraba la regulacion transcnpeional de sy expresion pudiendose detectar los dos
transcrtos cspecificos de 3.4 v 3.7 kb correspondientes a PECAM-1 (Ihg [T C) Estos
resultados parecian ndicar que el aumento de expresion de PECAM-1 podria estar implicado

en el proceso de adhesion celular inducido por TGE-[3.
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Fig. 10 Efectos del TGF-P en células U937

A Inhibician de profiferacion 1937 (3x 10" células/pocillo) fueron iratadas con TGF-] (500 pM). GM-CSF
100 U/mby, TL-3 010 ug/mby. M-CSF (50 U/mlb) v PMA (10 ng/mby v la proliferacién fue estimada mediante
captacion de ¢ 'H)-Tinidina 2 los tiempos indicados Se representa la media t/~ DE de triplicados.

B. TGF-f} induce agregaciones homotipicas. U937 fueron incubadas en ansencia {Controly o en presencia de
SO0 pM de TGE- ( TGF-P1 Tras 24 horas en cultivo. 1as células fueron fotografindas en un microscopio de
contrasie de fases

(" Estudios cinéncos de l1a agregacion inducida por TGF-3 en las células 1037,
D Requernimientos de 1a agrepacion celular. Las celulas fueron incubadas con TGF-B 1tanio 4 4° como a 37° C
en pregencia de 1M EDTA o 20 uM de citocalasina B,
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Fig. 11 Efecto del TGF-B en la expresion de moléculas de adhesion.

A. Analisis por citometria de flujo. U937 fueron tratadas durante 24 horas con TGE-3 (500 pM) y la
reactividad de los Ams TS1/11 (anti-LFA-1), TS1/18 (anti-CD18). TS2/16 (anti-CD29), RR1/ 1 (anti-ICAM-
1y, Bear | (anti-Mac-1, CD11b), HCI/1 (anti-p150,95 CD11c), FG2/2 (anti-CD71), P1D6 (anti-VLA-5, cadena
a, CD4%e), HP1/7 (anti-VLLA4 cadena o, CD49d) y HC1/6 (anti-PEC AM-1) se compard entre células tratadas y
no tratadas. Se representa fa media de intensidad de fluorescencia medida en escala logaritmica de un
experimento representativo.

B. TGF-{3 induce la expresion de PECAM-1. U937 fueron incubadas con TGF-f3 y a los tiempos indicados se
estimod el porcentaje de células agregadas y la fluorescencia especifica. El incremento de fluorescencia se
calculo por sustraccion de 1a media de intensidad de las células tratadas de la media de las células no tratadas.
Se representa la media +/- DE de un experimento por triplicado.

C. U937 fueron tratadas como en ¢l panel B y los niveles de los transcritos especificos de PECAM-1 tueron

detectados mediante hibridacion con una sonda especifica. Como control de carga se incluye la tincidn con
bromuro de etidio de los ARN ribosomicos.

4.2 Implicacion de PECAM- 1 en las agregaciones homotipicas inducidas por TGF-8

Para demostrar que realmente PECAM-1 estaba implicado en el fenomeno de adhesion
celular, realizamos experimentos de imhibicion mediante anticuerpos monoclonales y
policlonales. [.as integrinas LFA-1 (Rothlemm y Springer 1986), VLA-4 (Campanero et al.
1990), y VLLA-5 (Caixia ef &/. 1991) son moléculas que previamente habian sido implicadas en
agregaciones homotipicas y se conocian anticuerpos que podian bien inducir dichas
agregaciones o inhibirlas (Fig. 12 A). El Am TS82/16 (anti-CD29) inhibe las adhesiones via
VLA-4, inducidas por el el Am HP1/7. Sin embargo, TS2/16 no mhibia las inducidas por TGE-
[} (panel a). Por otra parte, péptidos sintéticos con la secuencia RGD inhibian las adhesiones
inducidas por el Am P1D6 a través de VLA-5, pero no inhibian las adhesiones mediadas por el
TGE-f3 (panel b). Ademads, Ams dirigidos contra CDI18 (cadena [3; de las integrinas
leucocitarias), v contra CD54 (ICAM-1) inhibian las adhesiones mediadas por LFA-1/ICAM- 1
producidas tras el tratamiento de U937 con PMA: de nuevo, estos Ams no tenian efecto sobre
las adhesiones inducidas por el TGE- (panel ¢). Sin embargo, la presencia en los cultivos de

suero policlonal anti-PECAM-1 mhibia dichas agregaciones {panel e). Estos resultados fueron
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corroborados mediante ecstudios cinéticos realizados con Ams anti-PECAM-1, en los cuales
los Ams HEC-75, SG134, G118, NIH31-2 y MB35 inhibian las agregaciones inducidas por
TGF-f3 (Fig. 12 B). Estos resultados implicaban directamente a PECAM-1 en las agregaciones.
Como ensayo adicional, pudimos inhibir las agregaciones homotipicas al anadir
oligonucleotidos antisentido especificos de PECAM-1 a las células U937 tratadas con TGF-f3
(Fig. 12 C); este resultado, comprobado mediante marcaje de superficic y analisis por
citometria de flujo (Fig. 12 D), demostraba que el aumento de expresion en membrana de la
proteina era necesario para el fenémeno de adhesion.

Por otra parte, v para demostrar la especificidad, realizamos ensayos de cocultivo de
transfectantes de PECAM-1 en fibroblastos de raton, con células U937 en presencia de la
citoquina. En estas condiciones las U937 se unian a los fibroblastos PECAM-1+, sin embargo,
no se producia union apreciable cuando las células no fueron tratadas con TGF-B. Un
resultado adicional demostraba la necesidad de implicar a la proteina en ambos tipos celulares,
va que el tratamiento individual de U937 con la citoquina durante 24 horas y posterior
incubacion con los transfectantes sin tratar no permitia obtener resultados relevantes en cuanto
a la union heterotipica entre las células (Fig. 13).

4.3 Vias de sefializacion implicadas en las adhesiones inducidas por TGF-[3

El tratamiento de lineas celulares monociticas con activadores de la proteina quinasa C,
tales como el PMA, inducen el aumento de expresion en membrana de PECAM-1 (Cabafas et
al. 1989; Goldberger er al. 1994b). Con este precedente, quisimos analizar la posible
mmplicacion de esta actividad quinasa en el aumento de expresion de PECAM-1 observado en
presencia de TGE-[3 (Fig.14 A). El tratamiento de U937 con TGF-f3 demostré un aumento de
dicha actividad en ¢l citosol pero no en la membrana (al contrario de lo que ocurre con el ester
de forbol), en las primeras horas de tratamiento, alcanzando el valor maximo aproximadamente
a las 6 horas, para posteriormente disminuir hasta los niveles basales. Este aumento de la
actividad PK.C, fue corroborado mediante analisis de ARN de los mensajeros correspondientes
a los protooncogenes c-fos y c-jun, que forman ¢l factor de transcripcion AP-1 (Distel y
Spiegelman 1990; Vogt v Bos 1990) y que es inducido por dicha actividad quinasa (Fig. 14 B).
Al mismo tiempo, pudimos detectar una disminucion de los transcritos especificos de c-myc, lo
que esta de acuerdo con la perdida de la capacidad proliferativa de las células y con el hecho
de que c-myc es una diana en la via de sehalizacion de TGF-3, como previamente se habia

reportado para otros tipos celulares (Pietenpol ef a/. 1990a).
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Fig. 12 Analisis de las moléculas de adhesion implicadas en la agregacion inducida por TGF-p3.

A U937 fueron tratadas con 300 pM de TGF-$, 10 ng/ml de PMA o con los Am inductores de agregacion,
HP1/7 (anti-VL.A-4) o P1D6 (anti-VLA-5), en ausencia ¢ presencia de inhibidores especificos de cada
agregacion. Se representa la media +/- DE de un experimento por triplicado. Tras 24 horas en cultivo, el
porcentaje de agregacion fue estimado en los pocillos. a. TS2/16 (anti-CD29) inhibe las agregaciones inducidas
por HP1/7_ pero no las del TGF-f3. b. El péptido GRGDSPC (0.5 mg/ml) inhibe las agregaciones inducidas por
P1D6 pero no las del TGF-f3. ¢ TS1/18 (anti-CD18) o RR1/1 (anti-CD54) inhiben las agregaciones inducidas
por PMA pero no las de TGF-3. d. Aps anti-PECAM-1 inhiben las agregaciones inducidas por TGF-3, como
control el suero preinmune no tenia efecto en la agregacion (el suero anti-PECAM-1 vy el control fueron usados
a dilucion 1/100).

B. Ams anti-PECAM-1 inhiben las agregaciones inducidas por TGF-# El Am D3/9 (anu-CD45) fue usado
como control negativo,

. Oligonucledtidos antisentido especificos para PECAM-1 inhiben las agregaciones inducidas por el
tratanuento con TGF-f3 a los tiempos indicados. La flecha y linea discontinua representan el efecto de retirar
del cultivo los oligonucledtidos antisentido, realizados en ensayos paralelos.

D. Efecto de los oligonuclectidos antisentido sobre la expresion de PECAM-1 en membrana evaluada mediante
tincion con el Am HC /6 y analisis por citometria de flujo. Células U937 fueron incubadas en ausencia (U) o

presencia de 500 pM de TGF- (T), a su vez en ausencia {control) o presencia del correspondiente
oligonucleotido antisentido.
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Fig. 13 Adhesion de las celulas U937 a transfectantes de PECAM-I

A Fibroblasios de raton transfectados con el ADNc de PECAM-1 (PECAM-11 o transfectanies control
(CONTROL). fueron tenidos con el Am HCJ/o y analizados por citometria de fluo

B8y O Adhesion de las celulas U937 cocultivadas con los transfectanies, tanto en ausencia como en presencla
de 500 pM de TGF-[} durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo las placas fueron lavadas con RPMI ¢
imcubadas con el Am D379 (anli-CD45), entonees se Tavaron de nuevo v se realizo una segunda incubacion con
lgG de cabra anu-raton acoplada a bolias magnéticas Las celulas fueron visualizadas por microscopia de
contraste de fases (B) vy en tres campos al azar se conto ¢l namere de bohtas/campo (O Sc representa fa media
i~ DE de un experimento por triplicado.

0. El mismo ensavo que et B pero estimado mediante marcaje radiactiva U237 marcadas con (H-Tinidina
1O0 004 1/~ 5341 cpmoen S0 célutas/pocilloy Tueron cocultivadas como se ha especificado anteriormente
Tras 24 lhoras en cultivo, las placas fucron lavadas con RPMI v Ta radiactividad que quedaba en los pocillos
fue estimada mediante un contador de centelleo. Se representa la media t/- DE de un ensayo por triplicado
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La expresion en superficic de PECAM-1 se correlacionaba con la actividad PKC.
puesto que la presencia de mhibidores, al menos parcialmente especificos de PKC, H-7 y
estavrosporina (Hidaka er a/. 1984: Tamaoki ef al. 1986). reduce la expresion de PECAM-1
mducida por el TGF-f3 (Fig. 14 C). Como control, la expresion de PECAM-1 inducida por el
activador de PKC, PMA. fue reducida en presencia de estos mhibidores. Ademas,
estaurosporina y H-7 también inhibieron la expresion de PECAM-I en céiulas U937 sin
estimular, sugiriendo la implicacion de PKC en la expresion basal de PECAM-1. En conjunto,
estos resultados implicaban a la actividad quinasa en el aumento de expresion de PECAM-| en
la membrana, y. junto con los resultados obtenidos con los oligonucledtidos antisentido, los
cuales demostraban la necesidad del aumento de expresion para que las agregaciones celulares
ocurrieran. sugerian que el bloqueo de la actividad PKC impediria la formacion de dichos
agregados. Para comprobar esta hipotesis, realizamos los ensayos de agregacion en presencia
de los mhibidores de la PKC, pudiendo comprobar que efectivamente las agregaciones
quedaban bloqueadas al tratar las células con TGE-f3 en presencia de dichos inhibidores (Fig.
14 D).

Una vez comprobado que el aumento de expresion de PECAM-1 en la membrana era
necesario en nuestro modelo para poder participar en el fenomeno de adhesion, analizamos si
éste era el unico requerimiento para tal funcion cuando las células eran tratadas con TGF-B, o
por el contrario, estaba implicada alguna via méas de sefializacion de la citoquina. Con este fin,
células U937 fueron tratadas durante 24 horas con TGF-B. Al final de este periodo, las células
fueron lavadas varias veces con RPMI y fueron puestas en cultivo en ausencia del factor en
medio completo (Fig. 15). En estos ensayos, se afiadieron Aps anti-TGF-f3 en algunos pocillos
v en otros se afiadieron Aps utilizados como control. Las células fueron puestas en cultivo en
condiciones normales (37°C, atmésfera humeda v 5% de CO,) y a diferentes tiempos se estimo
el porcentaje de agregacion presente en cada uno de los pocillos hasta un periodo adicional de
24 horas. En los pocillos donde se habia afladido el policlonal neutralizante de la citoquina, se
produjo inhibicion de la agregacion, mientras que no hubo efecto donde se utilizaron los
anticuerpos control (Fig. 15 A). Tras el segundo periodo de 24 horas, se recogieron células
que habian sido tratad