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Supplemental Table 1: Mutagenesis primers for TβRIII NAAIRS mutants 

Muta%on:	
  	
  	
  	
  Loca%on:	
  	
  	
  	
  Forward	
  Primer	
  Sequence:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Reverse	
  Primer	
  Sequence:	
  

M0	
  
M1	
  
M2	
  
M3	
  
M4	
  
M5	
  
M6	
  
M7	
  
M8	
  
M9	
  
M10	
  
M11	
  
M12	
  
M13*	
  
M14	
  
M15	
  
M16	
  

gc0gaagacaaag	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  gtcagc0gcggg	
  	
  	
  	
  
ggtg0gaagac	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  gaatcgc0c0atc	
  	
  	
  	
  
ctgtagaaagag	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  aggc0gaagac	
  	
  	
  	
  
cgtacacagcgtcag	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  cagtgaggtg0g	
  	
  	
  	
  
ggtgc0ctccat	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  ctcacactgtag	
  	
  	
  	
  
c0aggcaac0	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  c0cgtacacagc	
  	
  	
  	
  
gc0cgtcaggagg	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  ctgggggtgc0c	
  	
  	
  	
  
gtccagcgaggt	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  cacacac0agg	
  	
  	
  	
  
ggcccaga0at	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  gcaggc0cgtc	
  	
  	
  	
  
c0c0a0ctg	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  cgaggcgtccag	
  	
  	
  	
  
caaggggc0ggt	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  catcatggcccag	
  	
  	
  	
  
gc0catggtggat	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  gaacgtc0c	
  	
  	
  	
  
cc00tc0taga	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  cacagcaagggg	
  	
  	
  	
  
	
  	
  	
  
ggtggagaaa0gg	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  tggacc00tc	
  	
  	
  	
  
ccagaccatggaa	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  a0tgg0cc0c	
  	
  	
  	
  
catcacgg0agggt	
  	
  cgatcgtatagcagca0	
  	
  tggtggagaaa0gg	
  

cccgcaagctgac	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  c0tgtc0caagc	
  	
  	
  	
  	
  
gataagaagcga0c	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  gtc0caacacc	
  	
  	
  	
  
gtc0caagcct	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  ctc0tctacag	
  	
  	
  	
  
caacacctcactg	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  ctgacgctgtgtacg	
  	
  	
  	
  
ctacagtgtgag	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  atggagaagcacc	
  	
  	
  	
  
gctgtgtacgaag	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  aag0gcctaag	
  	
  	
  	
  
gaagcacccccag	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  cctcctgacgaagc	
  	
  	
  	
  
cctaagtgtgtg	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  acctcgctggac	
  	
  	
  	
  
gacgaagcctgc	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  ataatctgggcc	
  	
  	
  	
  
ctggacgcctcg	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  cagaataagaag	
  	
  	
  	
  
ctgggccatgatg	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  accaagcccc0g	
  	
  	
  	
  
gaagacg0c	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  atccaccatgaagc	
  	
  	
  	
  
cccc0gctgtg	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  tctaaagaaaaagg	
  	
  	
  	
  	
  
*	
  Made	
  by	
  Mutagenex	
  
gaaaaaggtcca	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  ccaa0tctccacc	
  	
  	
  	
  
gaaggaaccaaat	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  0ccatggtctgg	
  	
  	
  	
  
ccaa0tctccacca	
  	
  aatgctgctatacgatcg	
  	
  accctaaccgtgatg	
  	
  	
  	
  

Supplemental Table 2: Mutagenesis primers for TβRIII alanine mutants 

Muta%on:	
  	
  	
  	
  Forward	
  Primer	
  Sequence:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Reverse	
  Primer	
  Sequence:	
  

gaagcga0c	
  	
  gcc	
  	
  0tgtc0caag	
  	
  	
  	
  
gcga0cagc	
  	
  gcc	
  	
  gtc0caagcc	
  	
  	
  	
  
ga0cagc0t	
  	
  gcc	
  	
  0caagcctg	
  	
  	
  	
  
cagc0tgtc	
  	
  gcc	
  	
  aagcctgtc0c	
  	
  	
  	
  
gc0tgtc0c	
  	
  gcc	
  	
  cctgtc0caac	
  	
  	
  	
  
c0tgtc0caag	
  	
  gcc	
  	
  gtc0caacacc	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
c0caagcct	
  	
  gcc	
  	
  0caacacc	
  	
  	
  	
  
caagcctgtc	
  	
  gcc	
  	
  aacacctcac	
  	
  	
  	
  
gcctgtc0c	
  	
  gcc	
  	
  acctcactgctc	
  	
  	
  	
  
ctgtc0caac	
  	
  gcc	
  	
  tcactgctc	
  	
  	
  	
  
gtc0caacacc	
  	
  gcc	
  	
  ctgctc0tctac	
  	
  	
  	
  
c0caacacctca	
  	
  gcc	
  	
  ctc0tctacag	
  	
  	
  
	
  
ctggacgcctcg	
  	
  gcc	
  	
  atctgggccatg	
  	
  	
  	
  
gacgcctcgata	
  	
  gcc	
  	
  tgggccatgatg	
  	
  	
  	
  
gcctcgataatc	
  	
  gcc	
  	
  gccatgatgcag	
  	
  	
  	
  
gataatctgggcc	
  	
  gcc	
  	
  atgcagaataag	
  	
  	
  	
  
ctgggccatg	
  	
  gcc	
  	
  cagaataagaag	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  
gaagacg0c	
  	
  gcc	
  	
  aagcccc0gc	
  	
  	
  	
  
gaagacg0cacc	
  	
  gcc	
  	
  cccc0gctgtg	
  	
  	
  
cg0caccaag	
  	
  gcc	
  	
  c0gctgtgatc	
  	
  	
  	
  
caccaagccc	
  	
  gcc	
  	
  gctgtgatccac	
  	
  	
  	
  
caagcccc0gct	
  	
  gcc	
  	
  atccaccatgaag	
  

c0gaagacaaa	
  	
  ggc	
  	
  gaatcgc0c	
  	
  	
  	
  
ggc0gaagac	
  	
  ggc	
  	
  gctgaatcgc	
  	
  	
  	
  
caggc0gaa	
  	
  ggc	
  	
  aaagctgaatc	
  	
  	
  	
  
gaagacaggc0	
  	
  ggc	
  	
  gacaaagctg	
  	
  	
  	
  
g0gaagacagg	
  	
  ggc	
  	
  gaagacaaagc	
  	
  	
  	
  
ggtg0gaagac	
  	
  ggc	
  	
  c0gaagacaaag	
  
	
  
ggtg0gaa	
  	
  ggc	
  	
  aggc0gaag	
  	
  	
  
gtgaggtg0	
  	
  ggc	
  	
  gacaggc0g	
  	
  	
  	
  
gagcagtgaggt	
  	
  ggc	
  	
  gaagacaggc	
  	
  	
  	
  
gagcagtga	
  	
  ggc	
  	
  g0gaagacag	
  	
  	
  	
  
gtagaaagagcag	
  	
  ggc	
  	
  ggtg0gaagac	
  	
  	
  	
  
ctgtagaaagag	
  	
  ggc	
  	
  tgaggtg0gaag	
  
	
  
catggcccagat	
  	
  ggc	
  	
  cgaggcgtccag	
  	
  	
  	
  
catcatggccca	
  	
  ggc	
  	
  tatcgaggcgtc	
  	
  	
  	
  
ctgcatcatggc	
  	
  ggc	
  	
  ga0atcgaggc	
  	
  	
  	
  
c0a0ctgcat	
  	
  ggc	
  	
  ggcccaga0atc	
  	
  	
  	
  
c0c0a0ctg	
  	
  ggc	
  	
  catggcccag	
  
	
  
gcaaggggc0	
  	
  ggc	
  	
  gaacgtc0c	
  	
  	
  	
  
cacagcaagggg	
  	
  ggc	
  	
  ggtgaacgtc0c	
  	
  	
  	
  
gatcacagcaag	
  	
  ggc	
  	
  c0ggtgaacg	
  	
  	
  	
  
gtggatcacagc	
  	
  ggc	
  	
  gggc0ggtg	
  	
  	
  	
  
c0catggtggat	
  	
  ggc	
  	
  agcaaggggc0g	
  
	
  
	
  

s689a	
  
f690a	
  
v691a	
  
f692a	
  
k693a	
  
p694a	
  
	
  
v695a	
  
f696a	
  
n697a	
  
t698a	
  
s699a	
  
l700a	
  
	
  
i737a	
  
i738a	
  
w739a	
  
m741a	
  
m742a	
  
	
  
t749a	
  
k750a	
  
p751a	
  
l752a	
  
v754a	
  

AA	
  683-­‐688	
  
AA	
  689-­‐694	
  
AA	
  695-­‐700	
  
AA	
  701-­‐706	
  
AA	
  707-­‐712	
  
AA	
  713-­‐718	
  
AA	
  719-­‐724	
  
AA	
  725-­‐730	
  
AA	
  731-­‐736	
  
AA	
  737-­‐742	
  
AA	
  743-­‐748	
  
AA	
  749-­‐754	
  
AA	
  755-­‐760	
  
AA	
  761-­‐766	
  
AA	
  767-­‐772	
  
AA	
  773-­‐778	
  
AA	
  778-­‐783	
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Supplemental	
  Figure	
  1:	
  No	
  single	
  point	
  muta%ons	
  within	
  M1,	
  M2	
  or	
  M11	
  significantly	
  altered	
  TβRIII	
  ectodomain	
  shedding.	
  	
  (A)	
  Western	
  blot	
  of	
  
transiently	
   transfected	
  WT-­‐TβRIII	
   or	
   alanine	
   mutants	
   in	
   COS7	
   cells.	
   β-­‐acRn	
   was	
   used	
   as	
   a	
   loading	
   control.	
   (B)	
   Binding	
   and	
   crosslinking	
   of	
  
transiently	
  transfected	
  WT-­‐TβRIII	
  or	
  alanine	
  mutants	
  in	
  COS7	
  cells.	
  	
  24	
  h	
  aUer	
  transfecRon	
  media	
  was	
  changed	
  to	
  full	
  serum	
  media	
  and	
  allowed	
  
to	
   condiRon	
   overnight.	
   Following	
   125I-­‐TGF-­‐β1	
   binding	
   and	
   crosslinking,	
   lysates	
   and	
   condiRoned	
   media	
   were	
   immunoprecipitated	
   with	
   an	
  
anRbody	
  against	
  HA.	
  	
  (C)	
  QuanRficaRon	
  of	
  (B).	
   	
  Data	
  shown	
  as	
  densitometry	
  of	
  soluble	
  TβRIII/cell	
  surface	
  TβRIII.	
   	
  RepresentaRve	
  image	
  from	
  2	
  
independent	
  experiments.	
  	
  	
  
	
  



                                                                                                                                                  
WT   EV   M9  M13 742a            WT   EV   M9  M13  742a        

   

Soluble 
 
 
 
 
 

Cell 
Surface 

TβRIII 
 

β-actin 

HEK293 Cells             Mv1Lu Cells          
A 

Soluble 
 
 
 
 
 

Cell 
Surface 

EV  WT   M9 742a M13     B 

S
ol

ub
le

 T
!

R
III

 L
ev

el
s

EV WT M9 742a M13
0

2

4

6

N.D.

C 

Supplemental	
   Figure	
  2:	
  Altera%ons	
   in	
  TβRIII	
   ectodomain	
   shedding	
   in	
   shedding	
  mutants	
   is	
  maintained	
   in	
  mul%ple	
   cell	
   lines.	
   	
   (A)	
  Binding	
  and	
  
crosslinking	
  of	
  HEK293	
  and	
  Mv1Lu	
  cells.	
   	
  Cells	
  were	
  transiently	
  transfected	
  with	
  EV,	
  WT-­‐TβRIII	
  or	
  shedding	
  mutants	
  and	
  24	
  h	
  later	
  media	
  was	
  
replaced	
   and	
   allowed	
   to	
   condiRon	
   for	
   20	
   h.	
   Following	
   125I-­‐TGF-­‐β1	
   binding	
   and	
   crosslinking,	
   lysates	
   and	
   condiRoned	
   media	
   were	
  
immunoprecipitated	
  with	
  an	
  anRbody	
  against	
  TβRIII.	
  	
  TβRIII	
  and	
  β-­‐acRn	
  western	
  blots	
  shown	
  as	
  loading	
  controls.	
  	
  RepresentaRve	
  images	
  from	
  2	
  
independent	
  experiments.	
  (B)	
  Binding	
  and	
  crosslinking	
  of	
  final	
  shedding	
  mutants	
  in	
  COS7	
  cells,	
  performed	
  as	
  in	
  (A).	
  RepresentaRve	
  images	
  from	
  
2	
  independent	
  experiments.	
  (C)	
  ELISA	
  data	
  from	
  media	
  condiRoned	
  from	
  transiently	
  transfected	
  COS7	
  cells	
  for	
  20	
  h.	
  	
  Data	
  from	
  3	
  independent	
  
experiments	
  are	
  shown	
  as	
  levels	
  of	
  soluble	
  TβRIII	
  in	
  the	
  condiRoned	
  media	
  normalized	
  to	
  β-­‐acRn	
  loading	
  controls	
  from	
  the	
  corresponding	
  cell	
  
lysates.	
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Supplemental	
  Figure	
  3:	
  TGF-­‐β	
  signaling	
  is	
  reduced	
  by	
  exogenous	
  soluble	
  TβRIII.	
  	
  	
  (A)	
  LenRviral	
  stable	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  cell	
  lines	
  were	
  plated	
  in	
  full	
  
serum	
  media	
  and	
  allowed	
  to	
  condiRon	
  for	
  20	
  h	
  before	
  treatment	
  with	
  50	
  pM	
  TGF-­‐β1	
  and	
  indicated	
  amounts	
  of	
  exogenous	
  soluble	
  TβRIII	
  for	
  30	
  
minutes.	
   Western	
   blot	
   analysis	
   performed	
   with	
   indicated	
   anRbodies.	
   	
   TβRIII	
   and	
   β-­‐acRn	
   western	
   blots	
   shown	
   as	
   loading	
   controls.	
  	
  
RepresentaRve	
  image	
  from	
  2	
  independent	
  experiments.	
  	
  Densitometric	
  analysis	
  of	
  pSmad2/β-­‐acRn	
  control	
  shown	
  below.	
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Supplemental	
  Figure	
  4:	
  WT-­‐TβRIII	
  and	
  ΔS-­‐TβRIII	
  sensi%ze	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  cells	
  to	
  TGF-­‐β2.	
  	
  (A)	
  LenRviral	
  stable	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  cell	
  lines	
  were	
  plated	
  
in	
  full	
  serum	
  media	
  and	
  allowed	
  to	
  condiRon	
  for	
  20	
  h	
  before	
  treatment	
  with	
  50	
  pM	
  TGF-­‐β2	
  for	
  the	
  indicated	
  Rme	
  periods.	
  Western	
  blot	
  analysis	
  
performed	
   with	
   indicated	
   anRbodies.	
   	
   RepresentaRve	
   images	
   from	
   2	
   independent	
   experiments.	
   	
   (B)	
   Stable	
   MDA-­‐MB-­‐231	
   cell	
   lines	
   were	
  
transfected	
  with	
  a	
  pE2.1	
  responsive	
  luciferase	
  construct	
  and	
  a	
  renilla	
  construct.	
  	
  The	
  following	
  day	
  cells	
  were	
  treated	
  with	
  media	
  that	
  had	
  been	
  
pre-­‐condiRoned	
   from	
   the	
   corresponding	
   cell	
   line	
   for	
   24	
   h	
   and	
   50	
   pM	
   TGF-­‐β2.	
   	
   Cells	
   were	
   treated	
   for	
   24	
   h.	
   	
   Results	
   from	
   4	
   independent	
  
experiments	
  are	
  shown	
  as	
  pE2.1/renilla	
  acRvity,	
  and	
  normalized	
  to	
  ligand	
  untreated	
  condiRon	
  of	
  each	
  cell	
  line.	
   	
  *	
  One-­‐sample	
  t-­‐test	
  p	
  <	
  0.05	
  
relaRve	
  to	
  UnT.	
  	
  	
  #	
  Two-­‐tailed	
  t-­‐test	
  p	
  <	
  0.05	
  relaRve	
  to	
  ΔS	
  +	
  TGF-­‐β2.	
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Supplemental	
  Figure	
  5:	
  TβRIII	
  ectodomain	
  shedding	
  regulates	
  the	
  kine%cs	
  and	
  magnitude	
  of	
  TGF-­‐β	
  signaling	
  in	
  HEK293	
  cells.	
  	
  HEK293	
  cells	
  were	
  
transiently	
  transfected	
  with	
  EV,	
  WT-­‐TβRIII	
  or	
  shedding	
  mutants.	
  Following	
  overnight	
  serum	
  starvaRon,	
  cells	
  were	
  treated	
  with	
  (A)	
  50	
  pM	
  TGF-­‐
β1	
  for	
  30	
  minutes	
  or	
  (B)	
  50	
  pM	
  TGF-­‐β1	
  for	
  indicated	
  Rme	
  period.	
  	
  Western	
  blot	
  analysis	
  performed	
  with	
  indicated	
  anRbodies.	
  TβRIII	
  and	
  β-­‐acRn	
  
western	
  blots	
  shown	
  as	
  loading	
  controls.	
  	
  RepresentaRve	
  images	
  from	
  3	
  independent	
  experiments	
  shown.	
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Supplemental	
  Figure	
  6:	
  TβRIII	
  ectodomain	
  shedding	
  is	
  affected	
  by	
  the	
  presence	
  of	
  serum	
  in	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  cells.	
   	
  (A)	
  Binding	
  and	
  crosslinking	
  of	
  
lenRviral	
  stable	
  MDA-­‐MB-­‐231	
  cell	
  lines	
  expressing	
  either	
  EV,	
  WT-­‐TβRIII	
  or	
  the	
  shedding	
  mutants.	
  	
  Cells	
  were	
  plated	
  and	
  the	
  following	
  day	
  media	
  
was	
  changed	
  to	
  either	
  full	
  serum	
  media	
  (10%	
  FBS)	
  or	
  serum-­‐free	
  media	
  and	
  allowed	
  to	
  condiRon	
  for	
  24	
  h.	
   	
  Following	
  125I-­‐TGF-­‐β1	
  binding	
  and	
  
crosslinking	
  lysates	
  and	
  condiRoned	
  media	
  were	
  immunoprecipitated	
  with	
  an	
  anRbody	
  against	
  TβRIII.	
  	
  β-­‐acRn	
  western	
  blot	
  shown	
  as	
  a	
  loading	
  
control.	
  	
  RepresentaRve	
  images	
  from	
  2	
  independent	
  experiments	
  shown.	
  	
  (B)	
  ELISA	
  data	
  from	
  media	
  condiRoned	
  from	
  lenRviral	
  stable	
  cell	
  lines	
  
for	
  24	
  h	
  in	
  the	
  absence	
  or	
  presence	
  of	
  10%	
  FBS.	
  	
  Data	
  from	
  3	
  independent	
  experiments	
  are	
  shown	
  as	
  levels	
  of	
  soluble	
  TβRIII	
  in	
  the	
  condiRoned	
  
media	
  normalized	
  to	
  β-­‐acRn	
  loading	
  controls	
  from	
  the	
  corresponding	
  cell	
  lysates.	
  	
  Two-­‐way	
  ANOVA	
  for	
  cell	
  line	
  and	
  treatment	
  p	
  <	
  0.001.	
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Supplemental	
   Figure	
   7:	
   Effects	
   of	
   TβRIII	
   and	
   shedding	
   mutants	
   on	
   prolifera%on	
   at	
   24	
   hours.	
   	
   (A)	
   MDA-­‐MB-­‐231	
   lenRviral	
   stable	
   cell	
   lines	
  
expressing	
  either	
  EV,	
  WT-­‐TβRIII	
  or	
   the	
  shedding	
  mutants	
  were	
  plated	
   in	
  media	
  pre-­‐condiRoned	
  for	
  24	
  h	
   from	
  corresponding	
  cells	
   in	
  96	
  well	
  
plates	
  in	
  triplicate	
  in	
  the	
  absence	
  or	
  presence	
  of	
  50	
  pM	
  TGF-­‐β1.	
   	
  24	
  hours	
  later	
  proliferaRon	
  was	
  determined	
  via	
  3H-­‐Thymidine	
  incorporaRon.	
  	
  
Data	
  from	
  4	
  independent	
  experiments	
  are	
  shown	
  as	
  CPM	
  normalized	
  to	
  EV	
  UnT.	
  	
  Two-­‐way	
  ANOVA	
  for	
  cell	
  line	
  p	
  <	
  0.002.	
  	
  *	
  One-­‐sample	
  t-­‐test	
  p	
  
<	
  0.05	
  relaRve	
  to	
  EV	
  UnT.	
  	
  ✝	
  Two-­‐tailed	
  t-­‐test	
  p	
  <	
  0.05	
  relaRve	
  to	
  EV	
  +	
  TGF-­‐β1.	
  	
  	
  
	
  

Supplemental	
   Figure	
   8:	
   	
  Soluble	
   TβRIII	
   produc%on	
   is	
   increased	
  by	
   the	
   SS-­‐TβRIII	
  mutant	
   in	
  MDA-­‐MB-­‐231-­‐4175	
   cells.	
   	
   (A)	
  MDA-­‐MB-­‐231-­‐4175	
  
lenRviral	
  stable	
  cell	
  lines	
  expressing	
  either	
  EV,	
  WT-­‐TβRIII	
  or	
  the	
  Super-­‐Shedding	
  TβRIII	
  mutant	
  were	
  plated	
  and	
  24	
  h	
  later	
  media	
  was	
  replaced	
  
and	
  allowed	
  to	
  condiRon	
  for	
  20	
  h.	
  Following	
  125I-­‐TGF-­‐β1	
  binding	
  and	
  crosslinking,	
  lysates	
  and	
  condiRoned	
  media	
  were	
  immunoprecipitated	
  with	
  
an	
  anRbody	
  against	
  TβRIII.	
   	
  RepresentaRve	
  images	
  from	
  2	
  independent	
  experiments.	
   	
  (B)	
  ELISA	
  data	
  from	
  media	
  condiRoned	
  for	
  20	
  h.	
   	
  Data	
  
from	
  2	
  independent	
  experiments	
  are	
  shown	
  as	
  levels	
  of	
  soluble	
  TβRIII	
  in	
  the	
  condiRoned	
  media	
  normalized	
  to	
  β-­‐acRn	
  loading	
  controls	
  from	
  the	
  
corresponding	
  cell	
  lysates.	
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