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ABSTRACT

Prolactin (PRL) is a protein that functions as a hormone and as a cytokine,
regulating a wide variety of physiological processes. PRL can be proteolytically
cleaved into a 16kDa amino-terminal fragment, known as 16K-PRL. This PRL
fragment acts as a potent inhibitor of the formation of new blood vessels
(angiogenesis) and as a proinflaimmatory factor stimulating the expression of the
inducible nitric oxide synthase (INOS) and the production of nitric oxide (NO).
Conversely, the full length prolactin molecule can stimulate angiogenesis and inhibit
NO production induced by proinflammatory cytokines (IL1-f, IFN-y, TNF-a). In
the present work, we have investigated the signaling mechanisms that mediate the
opposite effects of PRL and 16K-PRL over NO production in cultured fibroblasts.
Our results show that proinflammatory cytokines induce the expression of PRL
receptors in fibroblasts allowing PRL inhibition of iNOS expression and NO
production. This inhibitory effect of PRL involves the activation/phosphorylation
of signal transducer and activator of transcription-5 (STAT-5) and the inhibition of
interferon regulatory factor-1, an important transcription factor for iNOS
expression. On the other hand, we found that stimulation of iNOS expression and
NO production by 16K PRL may involve the activation of NFxB, another
important transcription factor for iNOS expression. Finally, because proteolysis of
PRL to 16K-PRL determines the direction of hormonal action, we investigated the
presence and nature of PRL proteases in cartilage, a tissue devoid of blood vessels
where chronic inflammation leads to rheumatoid arthritis. In chondrocytes isolated
from cartilage, we found that matrix metalloproteinases (MMPs) can cleave PRL to
generate 16K PRL. The cleavage occurs at a neutral pH and involves a consensus
site (Ser155-Leul56) in PRL conserved throughout evolution. Altogether, the
present findings support the role of PRL molecules as regulators of NO production
in inflammatory responses and introduce the cartilage as a putative site where
generation of 16K-PRL by metalloproteinases may determine the role of this

protein in angiogenesis and inflammation.



RESUMEN

La prolactina (PRL) es una proteina que funciona como hormona y citocina regulando
diversos procesos fisiolégicos. Esta hormona puede ser procesada proteoliticamente
hacia un fragmento amino terminal de 16kDa (PRL-16K) que actia como un potente
inhibidor de la formacién de vasos sanguineos (angiogénesis), y como un agente
proinflamatorio capaz de estimular la expresion de la sintetasa del 6xido nitrico del tipo
inducible (iINOS) y la produccién de 6xido nitrico (NO) en fibroblastos. En contraste,
la PRL puede estimular la angiogénesis e inhibir la expresion de iNOS y la produccion
de NO inducida por citocinas proinflamatorias. En el presente trabajo investigamos los
mecanismos de sefializacién que median los efectos opuestos de ambas prolactinas
sobre la induccién de iNOS vy la produccién de NO en fibroblastos. Ademas, dado que
el procesamiento de PRL hacia PRL-16K determina la resultante de estos efectos,
investigamos la presencia y naturaleza de las proteasas de PRL en el cartilago, un tejido
desprovisto de vasos sanguineos donde la inflamacién desencadena padecimientos
como la artritis reumatoide. Nuestros resultados muestran que las citocinas
proinflamatorias estimulan la expresion del receptor de PRL en fibroblastos en cultivo
permitiendo que la PRL inhiba la expresiéon de iNOS y la produccion de NO. Ademias,
observamos que la PRL ejerce este efecto inhibitorio via la activacion/fosforilacion del
factor de transcripcion STATS (“signal transducer and activator of transcription-57) y
la inhibiciéon de IRF-1 (“interferon regulatory factor-17), un factor de transcripcion
para iNOS. Por otra parte, encontramos que la PRL-16K induce la activaciéon del
factor de transcripcion NFkB, determinante de la expresion de iNOS, lo que sugiere
que la PRL-16K estimula la expresion de iNOS y la producciéon de NO a través de
activar al NFkB. Finalmente, mostramos que proteasas de la familia de las
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) pueden cortar a la PRL para generar
PRL-16K en condrocitos aislados del cartilago, en una secuencia consenso (Serl55-
Leul56) de la PRL, la cual se ha conservado a lo largo de la escala evolutiva. En
conjunto, los presentes hallazgos apoyan el papel de las moléculas de PRL como
reguladores de la producciéon de NO en respuestas inflamatorias e introducen al
cartilago como un sitio probable donde la generaciéon de PRL-16K por MMPs puede

determinar el papel de esta proteina en la angiogénesis y la inflamacion.



1. INTRODUCCION

La prolactina (PRL) es una proteina que actia como hormona y citocina
regulando diversas funciones dentro de la reproduccién, la osmorregulacion, la
respuesta inmune y la formaciéon de nuevos capilares sanguineos (angiogénesis), entre
otras (Ben-Jonathan et al.,., 1996). Esta diversidad funcional parece depender de la
produccion y accién de la PRL sobre distintos tipos celulares, de la heterogeneidad
molecular de sus receptores acoplados a diversas vias de sefializacién, asi como de la
modificaciéon de la hormona hacia variantes moleculares con diferentes actividades
biologicas. Por ejemplo, el fragmento amino-terminal de 16kDa de la PRL o PRL-
16K inhibe la angiogénesis mientras que la PRL completa puede estimular este
proceso. Asimismo, la PRL-16K estimula y la PRL inhibe la produccién de 6xido
nitrico (NO), un importante mediador inflamatorio. Estas acciones opuestas
involucran la activaciéon de receptores especificos para ambas PRLs en células del
endotelio vascular asi como en fibroblastos. Por otra parte, la posibilidad de que la
PRL y la PRL-16K regulen de manera diferencial la angiogénesis y la inflamacion,
sugiere la posible generacién de ambas proteinas en aquellos tejidos donde el control
de estos procesos es indispensable para su funcion. Por ejemplo, en el cartilago que
es un tejido avascular donde la formaciéon de nuevos vasos sanguineos determina

procesos inflamatorios cronicos como la artritis reumatoide.

En esta tesis, revisamos informaciéon en torno a aspectos generales de la
fisiologia de la PRL y sus acciones sobre la angiogénesis y la inflamacién. Asimismo,
con el propdsito de entender mejor la participacién de la PRL en estos procesos,
investigamos experimentalmente las vias de sefializacion que utilizan tanto la PRL
como la PRL 16K para inhibir y estimular, respectivamente, la producciéon de NO en
fibroblastos de pulmén. Ademas, dado que el cartilago puede representar un blanco
de los efectos antiangiogénicos y proinflamatorios de la PRL-16K, investigamos la
presencia e identidad de proteasas capaces de generar a este fragmento de la PRL en

condrocitos aislados del cartilago.



1.1 PRL, receptor de PRL y vias de sefializacion

La prolactina es una hormona peptidica secretada por la glandula pituitaria
anterior cuyo nombre se deriva de su accion sobre la produccion de leche durante la
lactancia. Sin embargo, ademas de sus efectos sobre la lactancia, la prolactina ejerce
mas de 300 efectos diferentes que se incluyen dentro de la reproduccién, la

osmorregulacion, el crecimiento, la respuesta inmune y la angiogénesis (Ben-Jonathan

etal., 1996).

La prolactina se origina a partir de un solo gen que se encuentra presente en
todos los vertebrados y que da origen a una proteina madura de 200 amino acidos
con una masa molecular de 23 kDa (Ben-Jonathan et al., 1996, Bole-Feysot et al.,
1998). Debido a similitudes en la estructura de la hormona y de sus receptores, la
PRL se ha integrado a la familia de las citocinas hematopoyéticas, que incluye al
factor estimulador de colonias, a las interleucinas-2, 4 y 5, y a hormonas lactogénicas
como la hormona de crecimiento, y el lactégeno placentario, entre otras (Horseman
and Yu-Lee 1994). Los ligandos de esta familia presentan como motivo estructural
caracterfstico una organizacién en cuatro 4 o-hélices antiparalelas (Goffin et al.,
1996). Por otra parte, los receptores de esta familia de citocinas se caracterizan por
tener dos puentes disulfuro y una secuencia Trp-Ser-X-Trp-Ser en el dominio
extracelular conocida como motivo WS, que es importante para su interacciéon con el

ligando (Horseman y Yu-Lee 1994).

Con respecto al receptor de PRL se han identificado al menos tres isoformas
que resultan del procesamiento alternativo del RNA mensajero (Boutin et al., 1988,
Davis y Linzer 1989). El dominio de unién a ligando es idéntico en todas las
isoformas y la diferencia entre los receptores reside en la extensién del dominio intra-
citoplasmico, y que por lo tanto los define como corto (42kDa), intermedio (65kDa)
y largo (80kDa). El receptor de PRL se expresa practicamente en todos los tipos
celulares donde se ha analizado; sin embargo, su funcién es aun poco conocida en

muchos tejidos. Ademads, en algunos de ellos el nivel de expresion del receptor de



PRL es muy bajo y se desconoce si un aumento en su expresion puede ser un factor

determinante para su funcion. (Nagano y Kelly 1994).

El receptor de PRL es activado por PRL, lactégenos placentarios de las
diferentes especies y por la hormona de crecimiento, exclusivamente de la especie
humana. La activacién de este receptor ocurre a través de la uniéon de una molécula
de ligando a dos moléculas de receptor (dimerizacion), y por lo tanto esta interaccion
involucra dos regiones diferentes del ligando que interaccionan cada una con una
molécula diferente de receptor. El proceso de dimerizaciéon inicia una cascada de
eventos intracelulares. El receptor de PRL carece de actividad enzimatica y la
transduccion de la senal ocurre mediante su asociacion con diferentes cinasas, que a
su vez activan a las moléculas efectoras. L.a via de sefalizacion mas importante
activada por el receptor de PRL es la via JAK/STAT (“Janus kinases”/”signal
transducer and activator of transcription”). La dimerizacién del receptor de PRL
induce la transfosforilacién/activaciéon de las cinasas de tirosina JAK2 que se
encuentran normalmente asociadas a cada molécula del receptor. Las JAK2 asi
activadas fosforilan residuos de tirosina del receptor lo que origina sitios de anclaje
para las proteinas STAT, las cuales al unirse al receptor son fosforiladas por las
JAK2. Una vez fosforiladas, las STAT se disocian del receptor para formar dimeros
que se translocan al nicleo, se unen a secuencias consenso en el DNA denominadas
GAS (interferon-y activation sequence) y activan la transcripcion génica (Bole-Feysot
et al., 1998). Las proteinas STAT activadas por PRL son tres: STAT-1 que en
respuesta a PRL estimula la transcripcion del gen de IRF-1 (“interferon regulatory
factor-17) en células hematopoiéticas; STAT-3 que es activada en respuesta a PRL
pero aun se desconocen sus genes blanco; y STAT-5, que en el epitelio mamario
induce la expresion de los genes de P-caseina, B-lactoglobulina, etc (Yu-Lee 1997).
Ademas de la via JAK/STAT la prolactina activa otras vias de sefializacién como
son: la via Ras-Raf-MAPK, la via de las cinasas de tirosina que incluyen a Src y a Tec,
la via PI3K-Akt y la fosfatasa de tirosina SHP-2, entre otras (Bole-Feysot et al., 1998,
Clevenger et al., 2003).



Los receptores de PRL pueden activarse también en respuesta a otras
variantes moleculares de la hormona (Sinha 1995). En su mayor parte las isoformas
de PRL son generadas por modificaciones postraduccionales del tipo de la
tosforilacién, glicosilaciéon y protedlisis  (Sinha 1995). Sin  embargo, estas
modificaciones postraduccionales suelen reducir la afinidad por el receptor y la
actividad biologica de las isoformas de prolactina. Asi, la fosforilacién puede generar
antagonistas de la hormona (Wang y Walker 1993), mientras que la glicosilacion
(Hoffman et al., 1993) y la protedlisis (Anthony et al., 1993, Clapp et al., 1989) se
traducen en variantes de PRL con una menor actividad hormonal mitogénica y
lactogénica. Si bien el procesamiento proteolitico de la PRL hacia su fragmento de
16kDa resulta en una actividad reducida en los bioensayos clasicos para PRL, esta
variante molecular ha despertado gran interés debido a que posee efectos distintos a
los de la PRL integra, lo que implica la activacién de nuevos receptores (Corbacho et

al., 2002).

1.2 PRL-16K

La PRL-16K fue identificada hace mas de 15 afios como el fragmento amino-
terminal de 16kDa de la prolactina generado por la protedlisis de la hormona por
extractos de glandula mamaria en condiciones acidas (Clapp 1987, Clapp et al., 1988).
Mas tarde se identifico que el corte de la PRL ocurria entre los aminoacidos Tyr 145
y Leu 146 y Trp 148 y Ser 149, de manera que la pérdida del tripéptido 146-148 y la
reduccién del puente disulfuro intermedio de la molécula, cortaban a la PRL en un
fragmento amino-terminal de 16kDa y en otro carboxilo terminal de 6kDa (Fig.1)
(Baldocchi et al., 1993, Andries et al., 1992). Por medio de Western blots, con
anticuerpos dirigidos contra el extremo amino-terminal de la molécula se ha
detectado a la PRL-16K en la hipofisis (Torner et al., 1995) y en el suero en la rata
(Sinha et al., 1985), asi como en tejidos periféricos que incluyen al endotelio vascular

(Corbacho et al., 20002) y a los fibroblastos (Corbacho et al., 2000b).



Aunque la PRL 16K funciona como un agonista parcial de la PRL (Clapp et
al.,, 1989), su relevancia funcional radica principalmente en que e¢jerce efectos
distintos e incluso antagénicos a los de la PRL. Estos efectos incluyen la inhibicion
de la angiogénesis (Corbacho et al., 2002) y la estimulacion de la expresion de la
sintetasa inducible del 6xido nitrico y la produccién de 6xido nitrico (Corbacho et al.,

2000b).

PRL 16K
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~

JYMS
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Fig.1 Esquema que representa a la PRL “cortada” que tras la reduccion del
puente disulfuro intermedio da lugar a los fragmentos de 16kDa y 6kDa.

La PRL-16K inhibe la formacién de nuevos vasos sanguineos o angiogénesis,
a través de acciones diversas sobre el endotelio vascular. Asi, la PRI.-16K inhibe la
proliferaciéon basal de las células endoteliales y la proliferacién estimulada por
factores de crecimiento como el VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial) y
el bFGF (factor de crecimiento basico de fibroblastos) (Clapp et al., 1993). La PRL-
16K también inhibe la organizaciéon de células endoteliales en estructuras capilares
cuando se les cultiva en geles de colagena I (Clapp et al., 1993). Dicha organizacion
depende de la producciéon de proteasas capaces de promover la degradacion de la
matriz extracelular endotelial. Entre estas proteasas, se incluye el activador del
plasminégeno tipo urocinasa (uPA) (Pepper et al, 1987). La PRL-16K inhibe la
actividad del uPA a través de estimular la expresion del PAI-1 (inhibidor del

activador del plasminégeno tipo 1) (Lee et al, 1998, Struman et al, 1999).



Finalmente, la PRL-16K es capaz de estimular la apoptosis de células endoteliales a
través de activar la via de las caspasas e inducir la conversion del factor Bel-X, de su

forma antiapoptética Bel-X1, a su forma proapoptética Bel-Xs (Martini et al., 2000).

La actividad antiangiogénica de la PRL-16K se ha validado también en
ensayos iz vivo, como el de la membrana corioalantoidea del embrién de pollo (Clapp
et al., 1993), y el de la cornea de la rata (Duefias et al., 1999). Ademas, la transfeccion
con vectores de expresion para PRL-16K de células de cancer de prostata y de colon
redujo significativamente la habilidad de ambos tipos celulares de formar tumores en
ratones inmunosuprimidos (Bentzien et al.,, 2001, Kim et al., 2003), resultados que
han permitido proponer a la PRL-16K como un posible factor terapéutico para el

tratamiento de patologias dependientes de la angiogénesis.

El hecho de que la PRL-16K, pero no la PRL, inhibe la angiogénesis sugiere
que los efectos de la PRL-16K pueden ser mediados por un receptor distinto al
receptor de la PRL. En apoyo a esta posibilidad, ensayos de unién a ligando
mostraron que las células endoteliales contienen sitios de union saturables y de alta
afinidad para la PRL-16K (Clapp y Weiner 1992) que no interaccionan con la PRL, y
que podrian representar los receptores que median los efectos antiangiogénicos de
este fragmento de PRL. Sin embargo, el receptor para la PRL-16K no se ha
identificado y poco se sabe sobre su mecanismo de sefializaciéon. Al respecto, se ha
mostrado que el efecto inhibitorio ejercido por la PRL-16K sobre la proliferaciéon de
las células endoteliales estimulada por bFGF y VEGF ocurre a través de inhibir la
activacion de Ras en la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos
(D Angelo et al,, 1995, 1999). También se ha mostrado que la PRL-16K estimula la
apoptosis del endotelio via la activacion del NFxB (factor nuclear kappa B) y la

subsecuente activacion de la via de las caspasas (Tabruyn et al., 2003).

Mientras que los efectos antiangiogénicos de la PRL-16K estan bien
documentados, el papel de la PRL en la angiogénesis es poco conocido. Si bien es

claro que la PRL no inhibe la angiogénesis, se ha reportado que puede estimular



dicho proceso en el modelo de la membrana corioalantoidea del embrién de pollo
(Struman et al., 1999). Sin embargo, este efecto aun es controversial como también si
la PRL tiene acciones directas sobre las células endoteliales. La mayor parte de los
estudios no han logrado detectar el receptor de PRL en las células endoteliales, si
bien existe un estudio en el que se reportd la presencia de este receptor en células
endoteliales de la arteria pulmonar y su activacion se asocidé con efectos sobre la

organizacion del citoesqueleto (Merkle et al., 2000).

Por otra parte, al igual que la PRL, la PRL-16K parece regular la funciéon de
diversos tipos celulares. En un estudio reciente, se mostré que la PRL-16K puede
estimular la produccion de altas concentraciones de NO en fibroblastos de pulmoén
fetal en cultivo (Corbacho et al., 2000b), y que estas células también expresan sitios
de unién para este fragmento hormonal (Corbacho et al., 2000b). Al parecer en los
fibroblastos como en el endotelio vascular, el efecto de la PRL es contratio al de la
PRL-16K. La PRL inhibe la produccion de NO inducida por citocinas

proinflamatorias y no modifica la produccién basal de NO (Corbacho et al., 2003).

Como se discute a continuacién, es posible proponer que la implicacién
funcional de los efectos de las PRLs sobre el NO se podrian relacionar con el

proceso inflamatorio.

1.3 Oxido nitrico

Hace casi 25 afios, se reportd que la relajacién de los vasos sanguineos en
respuesta a acetilcolina requerfa del endotelio intacto (Furchgott y Zawadzki 1980) y
afios después se determiné que el factor relajante derivado del endotelio era el NO
(Ignarro et al., 1987, Palmer et al., 1987). Hoy en dia, se sabe que el NO es producido
por multiples tipos celulares y que es una importante molécula sefializadora
involucrada, ademas de en la vasodilatacion, en la regulacion de diversos mecanismos
fisiologicos y patologicos del sistema cardiovascular, el sistema nervioso y el sistema

inmune (Mayer y Hemmens 1997, Wink y Mitchell 1998).



El 6xido nitrico es un radical libre en estado gaseoso que puede difundir
libremente a través de la célula. Se produce mediante la oxidacion de la L-arginina a
citrulina en presencia de NADPH y O: por las sintetasas del oxido nitrico (NOS)
(Eiserich et al,, 1998) y tiene un tiempo de vida muy corto debido a su rapida

oxidacién hacia los metabolitos estables e inactivos nitritos y nitratos (NOaz- y NOs-).

En general se piensa que cuando el 6xido nitrico se produce en cantidades
picomolares o nanomolares, regula procesos fisiologicos como la permeabilidad y el
tono vascular, la adhesion de plaquetas y leucocitos al endotelio, la funcién renal y la
neurotransmision. Por otra parte, la producciéon de NO en concentraciones micro
molares generalmente ocurre asociada a reacciones inflamatorias y puede
desencadenar eventos patoldgicos (Eiserich et al., 1998). La producciéon de grandes
cantidades de NO por macréfagos tiene potentes efectos antimicrobianos, y también
puede actuar inhibiendo el crecimiento de parasitos (Eiserich et al, 1998). Sin
embargo, los efectos citotoxicos del NO también pueden ocurrir en las células del
propio organismo y se han asociado a lesiones producidas durante reacciones
inflamatorias croénicas, en enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas y en el
cancer (Eiserich et al., 1998). El mecanismo de estas acciones citotéxicas puede
incluir la inhibicién de la divisién celular, la inhibicién de la cadena respiratoria y la
citotoxicidad indirecta por la formaciéon de otros radicales libres altamente reactivos

(Eiserich et al., 1999).

1.4 Sintetasas de 6xido nitrico (NOS)

Se han descrito hasta el momento tres tipos de NOS que son producto de
genes distintos y que comparten una similitud en su secuencia de aminoacidos del 50-
60 %. La NOS neuronal (nNOS o NOS 1) se expresa principalmente en neuronas y
glia, pero también esta presente en células del rifidn, células B-pancredticas, del
musculo esquelético, y en epitelios de pulmoén, estomago y utero. E1 NO producido
por la nNOS funciona principalmente como neurotransmisor, pero también en la

regulacion del tono muscular en el tracto gastrointestinal y en el musculo esquelético.



Esta enzima es de expresion constitutiva y su actividad es dependiente de
calcio/calmodulina, produciendo concentraciones picomolares de NO (Nathan y Xie

1994, Geller y Billiar 1998).

La NOS endotelial (eNOS o NOS 3) se produce principalmente en el
endotelio y funciona para mantener la homeostasis vascular, a través de regular la
presion sanguinea y prevenir la adhesion de plaquetas y leucocitos al endotelio. La
eNOS también se expresa de manera constitutiva, siendo su actividad dependiente de

calcio/calmodulina, y produce concentraciones nanomolares de NO (Nathan y Xie

1994, Geller y Billiar 1998).

Finalmente, la NOS inducible iNOS o NOS 2) que, como su nombre lo
indica, es inducida en casi todos los tipos celulares de mamiferos por
lipopolisacaridos (LPS) de origen bacteriano y citocinas proinflamatorias como el

factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a), la intetleucina 1-f (IL-1pB), y el interferon-y

(IFN-y). A diferencia de las otras isoformas, la INOS tiene una afinidad muy alta por
el complejo calcio/calmodulina de manera que se considera constitutivamente activa
y su regulacion ocurre principalmente a nivel transcripcional. Produce
concentraciones micromolares de NO (Nathan y Xie 1994, Geller y Billiar 1998,

Aktan 2004) que son determinantes en procesos infecciosos e inflamatorios.

La regulacion de las NOS es compleja y difiere entre las diferentes isoformas.
El dogma central indica que la actividad de las NOS constitutivas nNOS y eNOS esta
regulada por cambios en los niveles de calcio intracelular, mientras que la iNOS se
regula a nivel transcripcional. Sin embargo existen excepciones; por ejemplo, para
que la eNOS sea completamente activa es necesaria la induccién por citocinas de una
enzima que genera a la tetrahidrobiopterina, un cofactor esencial para la actividad de
eNOS. Por otra parte, la iNOS también puede ser expresada de manera constitutiva
en ciertos tipos celulares. Ademas, la actividad de las NOS esta regulada a su vez por

mecanismos post-traduccionales como son: Estabilidad de la proteina, dimerizacion,



fosforilacion, localizacién subcelular, unién a cofactores, y disponibilidad de los

sustratos (Geller y Billiar 1998).

El hecho de que la PRL y la PRL-16K regulen la produccién de NO via la
expresion de iNOS vy, por otra parte, que la actividad de iNOS se encuentre
intimamente ligada con las reacciones inflamatorias, sugiere que las prolactinas
podrian actuar como moduladoras del proceso inflamatorio. Para entender esta
posible accién de las PRLs, creemos que es importante investigar el mecanismo(s)
que media las acciones opuestas de la PRL-16K y de la PRL sobre la expresion de
iNOS.

1.5 Regulacion transcripcional de la expresion de iNOS

La regulacion transcripcional de iNOS se ha estudiado ampliamente. La
clonacién de los promotores de rata, raton y humano ha permitido identificar las
secuencias consenso en el DNA que permiten la unién a los diferentes factores de
transcripcion. Los promotores de iNOS de las especies analizadas (rata, ratén y
humano) comparten un 65% de similitud, y los elementos de respuesta en el DNA
son practicamente los mismos para las distintas especies, aunque se presentan
variaciones en el numero y la posiciéon de los mismos. En la tabla 1 se muestran los
elementos que componen el promotor de iNOS, los factores de transcripcion que los
activan y que se ha demostrado son importantes para la expresion de la enzima, asi
como los estimulos que inducen la activaciéon de dichos factores transcripcionales
(Keinanen et al,, 1999, Chu et al, 1998, Galea y Feinstein 1999). Para que la
expresion de iINOS sea maxima, es necesario que se activen varios factores de
transcripcion, a esto se debe el que la combinacién de las citocinas proinflamatorias
IL1-B, IFN-y, y TNF-a produzca una estimulacién maxima, mientras que el
tratamiento con una sola o dos de las citocinas no tenga ningun efecto o tenga un

efecto menor (Chu et al., 1998).



Tabla 1. Regulacion transcripcional de iNOS

Sitio de union en el DNA | Factor de Transcripcion Estimulo
v-IRE IRF-1 IFN-y
TNF-a
NFkB NFkB IL1-B
LPS
GAS STAT-1 IFN-y
AP1 Fos/Jun TNF-a
IL1-B
IFN-y
C/EBP C/EBP TNF-a.
IL1-B
CRE CREB IL1-B
cAMP
HRE HIF1 Hipoxia

Abreviaturas: y-IRE: IFNy Responsive Element, GAS: IFNy Activation Sequence, AP-
1: Activator Protein-1, C/EBP: CCAAT enhancer-binding protein, CRE: cAMP
Response Element, HRE: hipoxia response element, CREB: CRE binding protein,
NFkB: Nuclear Factor kappa B.

1.6 NFxB

El factor de transcripcion que se considera mas importante para estimular la
expresion de iNOS es el NFkB, ya que se ha demostrado que es indispensable
aunque no suficiente para que se induzca la transcripcion de la enzima (Xie et al,,

1994).

NFkB es el nombre dado a los factores de transcripcion diméricos
pertenecientes a la familia Rel de proteinas de unién al DNA, los cuales reconocen

una secuencia consenso comun. NFkB se encuentra esencialmente en todos los tipos



celulares y esta involucrado en la activacion de genes multiples en respuesta a
infecciones, inflamacion y otras condiciones de estrés celular, las cuales requieren de

cambios rapidos en la expresion génica (Karin y Ben-Neriah 2000).

El NFxB se encuentra normalmente en forma inactiva secuestrado en el
citoplasma de las células no estimuladas y necesita ser translocado al ntcleo para ser
activo. La localizaciéon subcelular del NFkB esta controlada por una familia de
proteinas inhibidoras, las IkBs (inhibidores de NFxB) que se unen al NFxkB
bloqueando la secuencia de localizacion nuclear y de esta manera inhiben su
actividad. La exposicion de las células a una variedad de estimulos extracelulares,
conlleva a la activaciéon del complejo de proteinas cinasas de IkB (IKK), que
fosforilan a las proteinas IkB, e inducen su ubiquitinaciéon y degradacion via el
proteosoma, lo que permite que el NFkB libre se transloque al nicleo y active la

transcripcion de genes como el de iNOS (Karin y Ben-Neriah 2000).

En mamiferos se han identificado 5 proteinas de la familia NFkB/Rel, NFkB
1 (p50 y su precursor p 105), NFkB 2 (p52 y su precursor p100), c-Rel, Rel A (p65), y
Rel B. Todas estas proteinas difieren en su habilidad para activar la transcripcién y
solamente Rel A/p65 y c-Rel contienen dominios de activacion transctipcional. El
dimero inicialmente identificado y que es el mds abundante en todos los tipos

celulares es el formado por p65 y p50 (Karin y Ben-Neriah 2000).

La familia de las proteinas inhibidoras IkB estd formada por IkBa, IkBp,
IkBy, 1kBe, Bcl-3, el precursor de NFkB1 (p105) y de NFkB2 (p100). Sin embargo
las mas importantes reguladoras de la actividad de NFkB en mamiferos son IkBa,
IkBP e IkBe. Ademas de impedir la migracion al nuicleo, las proteinas IkB también

son importantes para frenar la actividad de NFkB, ya que cuando IkBa es sintetizada
de novo, entra al nicleo y se une a NFkB, determinando su disociaciéon del DNA (por

tener una mayor afinidad por IkBa que por el DNA) y su transporte al citoplasma a



través de wuna secuencia de exportacion nuclear presente en la proteina

IkBo (Whiteside e Israel 1997).

1.7 Protedlisis de PRL hacia PRL-16K

Aunque la PRL-16K se ha identificado en varios tejidos y fluidos corporales
(Corbacho et al.,, 2002), la enzima responsable de su generacién no esta claramente
identificada. Distintas evidencias sugieren que una de las enzimas responsables de
procesar a la PRL hacia la PRL-16K podria ser la enzima lisosomal de aspartico
catepsina-D (CD). Muchos estudios han demostrado que extractos acidos de diversos
6rganos blanco de la PRL (glandula mamaria, prostata, higado, rifidn, etc), cortan a la
PRL y generan a la PRL-16K (Compton y Witorsch 1984, Clapp 1987, Baldocchi et
al., 1992). En 1992, Andries demostré que células de la hipofisis anterior de la rata
contienen una PRL cortada, cuyo corte ocurre entre los aa 145-146 y 148-149
(Andries et al., 1992). Mas tarde el grupo de Nicoll mostré que la CD corta a la PRL
de rata entre los aa 145-149 y que el procesamiento de la hormona por extractos
acidos de la glandula mamaria se bloquea en presencia de pepstatina A, un inhibidor
de la actividad de CD (Baldocchi et al., 1993). Este hallazgo es consistente con todos
los estudios previos que muestran que el corte de la PRL depende de un pH acido (3-
5) (Clapp 1987, Kurana et al., 1999), que es el pH de accién de la CD (Rochefort et
al., 2000).

Por todo esto, se propuso como muy probable que la CD es la enzima
responsable de generar a la PRL-16K. Sin embargo, tal propuesta tiene varias
limitaciones conceptuales para ubicar el significado funcional de la PRL-16K. L.a CD
es una enzima lisozomal y por lo tanto de expresion constitutiva y ubicua, lo que
hace dificil proponer el que su regulaciéon tenga lugar y por lo tanto pudiera ser un
factor determinante para la generacion de PRL-16K. Sin embargo, evidencias
recientes muestran que estimulos como los estrégenos (Wang et al., 2001) y la
hipoxia (Cosio et al., 2004) pueden regular la expresion o actividad de CD, y que por

lo tanto esta enzima puede representar un blanco para el control de la producciéon de



la PRL-16K. Otro problema es el pH de acciéon de la CD, que al ser tan acido limita
la generacion de la PRL-16K a los compartimientos lisosomales. Sin embargo, la CD
también puede ser secretada por diversos tipos celulares y actuar en el medio
extracelular en condiciones acidas, por ejemplo en el tejido inflamado (Griffiths
1991) y en el microambiente tumoral (Rochefort 1990). Al respecto, es interesante
mencionar que la CD secretada por células tumorales puede cortar al plasminégeno

hacia angiostatina, un potente inhibidor de la angiogénesis (Morikawa et al., 2000).

Quiza la mayor objeciéon para considerar a la CD como la proteasa
responsable de generar a la PRL 16K endégenamente se deriva de la observacion de
que el sitio de corte para CD detectado en la PRL de rata, no esta presente en la PRL
humana y esta hormona es refractaria al procesamiento mediado por la CD (Kurana
et al,, 1999). Recientemente el grupo de Goffin, aumentando la sensibilidad de
deteccion del método para revelar la protedlisis de la PRL, mostré que la CD si
procesa a la PRL humana, aunque con una eficiencia mucho menor y genera
multiples fragmentos de 11, 15, 16 y 17kDa, todos ellos con propiedades

antiangiogénicas (Piwnica et al., 2004).

Si bien estos hallazgos refuerzan la posible participacién de la CD como
proteasa responsable de generar a la PRL 16K la dependencia de un pH sumamente
acido (3-5) para su accion, ha hecho que investigadores analicen la participacion de
enzimas neutras en dicho procesamiento. Asi; en 1999 el grupo de Ben-Jonathan
describié que la trombina puede cortar tanto a la PRL de rata como a la PRL humana
y generar un fragmento de 16kDa. Sin embargo, el corte por trombina ocurre entre
los aa 53-54 de la hormona, por lo que el fragmento que se genera corresponde al
extremo carboxilo terminal de la PRL y se observé que este fragmento no tiene
efecto inhibitorio sobre la angiogénesis (Kurana et al, 1999). Estos hallazgos
sugirieron que la presencia de fragmentos inmunorreactivos de 16kDa en los
distintos tejidos y fluidos corporales, no es evidencia suficiente de la presencia

endogena de la PRL-16K antiangiogénica y que dichos fragmentos deben ser



caracterizados con metodologfas capaces de identificar su naturaleza amino- o

carboxilo-terminal.

La accién antiangiogénica de la PRL-16K sugiere que su producciéon puede
aumentar en tejidos avasculares. Al respecto, estudios de nuestro laboratorio
mostraron que la cérnea, que es un tejido avascular, expresa el mRNA de PRL y
contiene una PRL-16K amino-terminal (Duenas et al., 19992). Ademas, anticuerpos
anti-PRL capaces de inmunoneutralizar a la PRL-16K introducidos en la cérnea,
producen una respuesta angiogénica local (Duefias et al, 1999b). Otro tejido
avascular en el que hemos detectado la expresion de PRL es el cartilago. De manera
que tanto la cérnea como el cartilago podrian ser fuentes ricas en proteasas capaces

de generar a la PRL-16K.

1.8 Cartilago y condrocitos

El cartilago es un tejido conjuntivo especializado, constituido por un solo
tipo celular, los condrocitos. Estas células son responsables de formar y recambiar la
matriz extracelular del cartilago, que se compone principalmente de agua, colagena
tipo-2, y proteoglicanos. A diferencia de otros tejidos conjuntivos, el cartilago carece
de vasos sanguineos y nervios. Las funciones del cartilago son diversas: durante el
desarrollo provee soporte estructural y sirve de gufa para el crecimiento de los
huesos, permite la funcién articular a través de absorber la presiéon mecanica, evita la
friccion y permitir el movimiento. El cartilago también participa en la reparacion de

fracturas.

El cartilago normal es un tejido avascular, a pesar de que esta expuesto a
muchos factores angiogénicos durante el proceso de osificacion o crecimiento de los
huesos, proceso en el cual el cartilago es reemplazado por tejido 6seo que es uno de
los tejidos mas vascularizados del cuerpo de los vertebrados (Vu et al., 1998). La
osificacion ocurre en la llamada placa de crecimiento en los extremos o epifisis de los

huesos largos. Durante este proceso, la placa de crecimiento epifisiaria experimenta



una transformacién en la morfologfa celular. De tal manera, que una regiéon de
condrocitos quiescentes o de reserva, se diferencia en una zona de condrocitos en
proliferacion que después se vuelven hipertroficos hasta que finalmente
experimentan muerte por apoptosis, y son reemplazados por matriz dsea
(principalmente fosfato de calcio y colageno) y osteoblastos. El resultado de este
proceso es el alargamiento del hueso, mientras que el grosor de la placa de
crecimiento permanece relativamente constante. Dicha secuencia de eventos recae en

el equilibrio preciso entre la condrogénesis (produccion de cartilago) y la osteogénesis

(formaciéon de hueso) (Gerber et al., 1999).

La angiogénesis es un proceso indispensable para la osificacion, ya que
permite la invasion del cartilago por el hueso. FEl cartilago hipertréfico es invadido
por vasos sanguineos con lo que se induce la muerte de los condrocitos mediante el
proceso de apoptosis, esto ocurre gracias a que cuando los condrocitos se diferencian
hacia células hipertréficas dejan de producir factores inhibidores de la angiogénesis y
producen factores angiogénicos como el VEGF (Descalzi Cancedda et al., 1995,
Gerber et al,, 1999). De manera que la supervivencia del cartilago depende de un
balance entre la acciéon de factores estimuladores de la angiogénesis y de factores
antiangiogénicos, estos ultimos siendo mas relevantes en el adulto cuando el
desarrollo del hueso ha finalizado. Entre los factores antiangiogénicos producidos
por los condrocitos se encuentran la condromodulina I (Hiraki et al., 1997) y la

endostatina (Pufe et al., 2004).

Ademas de los factores reguladores de la angiogénesis, otras moléculas
importantes en la homeostasis del cartilago son las metaloproteinasas de matriz
(MMPs), las cuales ademas de regular la degradacion y el recambio de los
componentes de la matriz extracelular, regulan la apoptosis, la migracion celular y la

invasion del cartilago durante la formacion del hueso (Sternlicht y Werb 2001).

1.9 MMPs



Las MMPs son enzimas proteoliticas que requieren de zinc y calcio para su
actividad y pueden actuar a pH neutro. Estas enzimas cortan proteinas de la matriz
extracelular (colagena, laminina, fibronectina, etc), asi como otros sustratos que no
son constitutivos de la matriz (proteasas, factores de crecimiento, receptores de
membrana, citocinas, etc). Las MMPs participan en procesos fisiolégicos como la
remodelacion y desarrollo de los tejidos durante el desarrollo embrionario, la
reparacion de heridas, la ovulacion, la remodelacion 6sea, la funcion de células
inmunes (macréfagos y neutroéfilos), etc. También desempefian un papel importante
bajo condiciones patolégicas donde su sobreproduccion conlleva a una destruccion
aberrante del tejido conjuntivo en padecimientos como la dlcera gastrica, el asma, la
arterioesclerosis, la osteoartritis, la artritis reumatoide y la metastasis de células

tumorales (Kelly y Jarjour 2003, Yoon et al., 2003, Vincenti y Brinckerhoff 2002).

Las MMPs son muy similares en su estructura pero difieren en la
especificidad por el sustrato. La familia de las MMPs se divide en: colagenasas 1, 2y 3
(MMP-1, MMP-8 y MMP-13 respectivamente), estromelisinas 1, 2 y 3 (MMP-3,
MMP-10 y MMP-11 respectivamente), gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9
respectivamente), matrilisina (MMP-7), y elastasa de macréfagos (MMP-12), y MMPs
de membrana MT-MMP) 1, 2, 3 y 4 (MMP-14, MMP-15, MMP-16 y MMP-17
respectivamente) (Nagase y Woessner 1999). Las MMPs tienen afinidad proteolitica
por todos los componentes de la matriz extracelular del cartilago, incluyendo a los

proteoglicanos, las colagenas, las glicoproteinas, etc.

Diversos grupos de investigacion han reportado que las MMPs 1, 2, 3,7, 8, 9,
y 13, se encuentran elevadas en el cartilago de pacientes con osteoartrdsis y artritis
reumatoide (Chubinskaya et al., 1999, Yoshihara et al., 2000, Ohta S et al., 1998,
Shlopov et al., 1997, Freemont et al., 1997, Mohtal et al., 1993, Tsuchiya et al., 1997,
Nguyen et al., 1992, Vincenti y Brinckerhoff 2002). Sin embargo, también se ha
reportado que la expresion de la MMP-3 se encuentra reducida en el cartilago de
pacientes con osteoartrosis en las etapas tardias de la enfermedad en comparacion

con el cartilago normal (Kevorkian et al., 2004); e incluso algunos estudios no han



encontrado diferencias en la expresiéon de las MMPs 1, 2 y 13 (Chubinskaya et al.,
1999, Vincenti y Brinckerhoff 2002). A pesar de ello, de manera general se acepta que
un incremento en la expresion de las MMPs en la articulacion se traduce en un dafio

al cartilago y por lo tanto en una situacion patolégica (Chubinskaya et al., 1999).

1.10 PRL y articulacion

La PRL podria participar en el desarrollo del cartilago ya que se ha reportado
la expresion del receptor de PRL en el cartilago murino y humano durante la
gestacion (Tzeng y Linzer 1997, Freemark et al., 1997). Ademas, la PRL se expresa
en células madre derivadas de la médula 6sea, cuando se induce su diferenciacién a
condrocitos. En estas condiciones, la prolactina estimula la produccién de colagena
tipo-2, de proteoglicanos, y su propia expresion (Ogueta et al.,, 2002). Ademas, la
PRL en combinacién con glucocorticoides induce la organizacién de los condrocitos
en columnas longitudinales y por lo tanto la posible formacién y reparacion del

cartilago y el hueso (Ogueta et al., 2002).

Por otra parte, la PRL se ha asociado también con procesos patologicos de la
articulacion. Se han reportado niveles altos de PRL en el suero de pacientes con
artritis reumatoide (AR) (Mateo et al., 1998, Seriolo et al., 2002). También se ha
encontrado que el tejido sinovial de los pacientes con AR expresa el RNA mensajero
de la PRL (Nagafuchi et al., 1999); que la PRL esta presente en el liquido sinovial de
pacientes con sinovitis y AR (Ogueta et al., 2002), y que el receptor de PRL se
expresa en el cartilago de pacientes con osteoartrosis (Ogueta et al., 2002). Mas aun,
la hiperprolactinemia podria participar en el dafio articular. La PRL induce la
proliferacion de células sinoviales de pacientes con AR, y esta hormona actia sobre
tipos celulares de la articulacién artritica estimulando la produccién de citocinas
(interleucina 6 e interleucina 8) y de la MMP-3, ademas de inhibir la produccién del

inhibidor de metaloproteinasas tipo 1 (TIMP-1) (Nagafuchi et al., 1999).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a los antecedentes mencionados es claro que la PRL y la PRL-
16K constituyen factores capaces de regular la angiogénesis y las reacciones
inflamatorias mediadas por el NO. Dado que los efectos de ambas moléculas sobre
estos procesos son opuestos, parece evidente que la resultante final de sus acciones
podria estar determinada por la activaciéon de diferentes receptores y vias de
sefializacion sobre las mismas células blanco, pero también por la activaciéon de la

proteasa capaz de procesar a la PRL hacia PRL-16K.

En el presente trabajo nos propusimos investigar las vias de sefializacion
utilizadas por la PRL-16K y la PRL en los fibroblastos de pulmoén para estimular e
inhibir la expresiéon de iNOS y la producciéon de NO, respectivamente. Ademas,
investigamos si las citocinas proinflamatorias pueden regular la expresion del receptor

de PRL en estas células.

Por dltimo, con el fin de analizar el procesamiento de PRL hacia PRL-10K,
utilizamos como modelo a los condrocitos ya que constituyen un tejido avascular que
sufre procesos inflamatorios que involucran a la angiogénesis en enfermedades como
la artritis reumatoide. Analizamos si MMPs presentes en condrocitos pueden

procesar a la PRL hacia PRL-16K. Nuestras hipotesis fueron las siguientes:

3. HIPOTESIS

Parte 1. Vias de sefializacion activadas por PRLs en fibroblastos

a) La PRL-16K estimula la expresion de iNOS y la producciéon de NO a través de
activar al NFkB.

b) La PRL inhibe la expresion de iNOS y la produccion de NO a través de
activar/fosforilar a STAT-5 y de inhibir la expresién de IRF-1.



¢) Las citocinas proinflamatorias (IL13, IFNy y TNFa) regulan la expresion del
receptor de PRL.

Parte 2. Proteasas de PRL en el cartilago

MMPs presentes en condrocitos procesan proteoliticamente a la PRL hacia la

PRL-16K antiangiogénica.

4. OBJETIVOS

Parte 1. En cultivos primarios de fibroblastos de pulmoén fetal:

1. Determinar si el NFkB se activa en respuesta a la PRL-16K.

2. Analizar si la via JAK/STAT-5 se activa en respuesta a PRL y media el efecto
inhibitorio de la PRL sobre la produccién de NO.

3. Analizar si las citocinas proinflamatorias regulan la expresiéon del mRNA del

receptor de PRL.

Parte 2. En condrocitos aislados de cartilago articular:

1. Determinar la presencia y secrecion de proteasas capaces de procesar a la PRL
hacia PRL-16K.
2. Caracterizar dichas proteasas de PRL en funcion de:
- la especie (rata y humano)
- bloqueo de su accién con inhibidores especificos de diversos grupos de
proteasas
3. Determinar si la PRL-16K resultante del procesamiento por condrocitos es
antiangiogénica.

4. Analizar la protedlisis de PRL por MMPs puras.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Prolactinas y citocinas

Se utilizaron preparaciones estindar de prolactinas obtenidas tanto de
adenohipofisis de rata como de humano (Institutos Nacionales de Salud de los
Estados Unidos de Norteamérica, NIH). La PRL-16K de rata se gener6 en el
laboratorio mediante el procedimiento previamente descrito de protedlisis, reduccion
y carbamidometilacién (Clapp et al, 1988). La PRL-16K humana recombinante
generada en células de insecto fue donada por la Dra. Sue-Hwa Lin (MD Anderson
Medical Center, Houston, Texas, EUA). Las citocinas IL1B, IFNy y TNFa se
adquirieron de R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA).

5.2 Anticuerpos

Para la deteccién de prolactina se utilizaron antisueros dirigidos contra PRL
humana y PRL de rata generados en el laboratorio y previamente caracterizados
(Duefias et al, 2004), y el anticuerpo monoclonal dirigido contra el extremo
carboxilo-terminal de la PRI humana (INN-368, donado por el Dr. Peter Berger,
Academia de Ciencias de Austria, Innsbruck, Austria). Para la detecciéon de NFkB y
sus proteinas inhibidoras, se utilizaron los anticuerpos policlonales anti-p65, anti-
IkBa y anti-IkBB (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Para la deteccién de
STAT-5 se utiliz6 el anticuerpo policlonal anti-STAT-5 donado por la Dra. Li-Yuan
Yu-Lee (Baylor College of Medicine, Houston, Texas, EUA) y para la deteccion de
proteinas fosforiladas en residuos de tirosina se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-
fosfotirosina  (anti-PY), donado por el Dr. Carlos Rosales (Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM). El cDNA de IRF-1 fue donado por la Dra.
Yu-Lee.

5.3 Fibroblastos
Los fibroblastos se aislaron de pulmones de fetos de ratas de 19-20 dias de

gestacion, de acuerdo al método previamente descrito por Caniggia et al., (1991).



Brevemente, los pulmones se extraen, se maceran y se lavan en soluciéon de Hank’s
(Gibco, BRL). El tejido se incuba en presencia de 0.05% de tripsina (Gibco, BRL) y
0.4 mg/ml de DNAsa (Sigma) durante 20 min a 37°C. Posteriormente se realiza una
segunda incubacion en presencia de 1% de colagenasa tipo I (Sigma) y 0.2 mg/ml de
DNAsa. Las células obtenidas se siembran durante 45 min a 1 hr y después se elimina
el resto de las células no adheridas. Las células se lavan con solucion de Hank’s y se
incuban en medio F12K suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco, BRL)
y antibiéticos (1000 unidades/ml de penicilina y 1000 pg/ml de estreptomicina) a 37°

C en 5% de CO2/95% aire, hasta que alcanzan la confluencia (3 6 4 dias).

5.4 Condrocitos

El cartilago se obtuvo de la superficie de los placas tibiales y de los condilos
temorales de ratas Wistar machos de 120-150 g. Se utilizan 10 ratas Wistar de las que
se obtienen idealmente 8 X 10¢ condrocitos. El tejido se corta en pequefios
fragmentos y se digiere con tripsina al 0.025% durante 15 minutos a temperatura
ambiente y en agitacion, posteriormente se centrifuga 10 min a 1200 rpm y el pellet
se incuba con colagenasa tipo-2 al 0.02% en agitacion a 37° C durante 2 hrs. Los
agregados celulares residuales se extraen por sedimentacion, las células se filtran a
través de una malla de nylon con poros de 80 um de didmetro, se centrifugan 10
minutos a 1200 rpm y el paquete celular se lava con medio DMEM suplementado
con 5 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco, BRL). Se centrifugan 10 min a 1200 rpm
y el pellet celular se congela o se resuspende en DMEM con SFB al 5% y gentamicina
(0.1 mg/ml) vy se cultiva a 37° C en 5% de CO: para la obtencién del medio

condicionado.

5.5 Homogeneizados y medios condicionados de condrocitos

Después del aislamiento, los condrocitos se homogeneizan resuspendiéndolos
con una micropipeta en amortiguador de lisis (50 mM NaCl, 150 mM Tris, 0.1%
SDS, 1% Igepal, 1pg/ml aprotinina y 100 pg/ml de fluoruro de fenilmetilsulfonilo),

se dejan incubando 15 minutos en hielo para que se complete la lisis y después se



centrifugan a 10,000 X g y los sobrenadantes se congelan a -70°C. Para la obtencion
de medios condicionados, los condrocitos (2 X 109 se siembran en placas de cultivo
de 35 mm durante 24 hrs en medio con 5% de SFB, después se colectan los medios y
se centrifugan a 1,200 X g durante 5 minutos para descartar los sedimentos celulares
y los sobrenadantes se concentran 5 veces (Centricon 3: Amicon Millipore, Billerica,

Massachusetts) y se congelan a -70°C.

5.6 Determinacion de nitratos y nitritos mediante la reaccion de Griess
Después de los tratamientos correspondientes, se obtienen alicuotas de 100
ul de los medios de cultivo de las células para medir los productos estables de la
oxidacion del NO, nitratos (NO-3) y nitritos (NO-2). Para esto, las muestras son
inicialmente incubadas con la enzima reductasa de nitrato proveniente de FE.co/s
(American Type Culture Colection, Rockville, MD, EUA) con el propésito de
convertir a nitrito todo el nitrato presente en las muestras. Posteriormente, se evalia
la presencia neta de nitrito mediante el reactivo de Griess (Gutiérrez et al., 1995) y se
cuantifica la densidad optica de la reaccién en un espectrofotometro. Se utilizé como
patron una solucién de nitrato de sodio diluido en el mismo medio en que fueron

cultivadas las células.

5.7 Aislamiento de RINA, retrotranscripciéon y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR)

El RNA total de las células se extrajo usando el método de isotiocianato de
guanidina (Chomczynski & Sacchi 1987). El RNA total (5pug) fue retrotranscrito
utilizando la enzima retrotranscriptasa M-MLV (Promega, Madison, Wisconsin) y
oligco dT (16) (New England Biolabs). Después de la retrotranscripcion se realiza la
PCR de acuerdo a las condiciones descritas previamente por Corbacho et al. (2000 y
2003). La amplificacion de iNOS se hace utilizando los siguientes iniciadores: sentido
5-GTGTTCCACCAGGAGATGTTG-3’ y el antisentido 5
CTCCTGCCCACTGAG TT-3". Para el receptor de prolactina, se utilizaron los
iniciadores: sentido 5-ATCCTGGGCAGATGGAGGAC-3" y antisentido 5'-



ATCCACACGGTTGTGT CCTTC-3". Como controles internos se amplificaron los
mensajeros de la proteina ribosomal 1.19 (RPL-19) y de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), con los siguientes iniciadores: para RPL19, sentido 5'-
CGAAATCGCCAATGCCAACTC-37 y antisentido 5'-
TGCTCCATGAGAATCCGC TTG-3, para la GO6PDH, sentido 5'-
GACCTGCAGAGCTCCAATCAAC-3"y antisentido 5-CACGACCCTCAGTAC
CAAAGGG-3'. La PCR se realizé con las siguientes condiciones: para iNOS, 2.5%a
94°C, 37 ciclos de 30" a 94°C, 45" a 60°C y 45" a 72°C, y al final de los ciclos, 7 a
72°C. Para el receptor de PRL, 2.5a 94°C, 40 ciclos de 30"" a 94°C, 45" a 56°Cy
45" a 72°C, y al final de los ciclos, 7"a 72°C. Tanto para RPL.-19 como para G6PDH,
2.57294°C, 21 ciclos de 30" 2 94°C, 45" a 58°C y 45" a 72°C, y al final de los ciclos,
77a 72°C. Para el PCR en tiempo real se utilizaron también RPL19 y G6PDH como

controles internos, se usé 1 pl de la reaccion de transcripcion inversa (cDNA) y 7.5

pl del reactivo quantitec SYBR Green PCR (Qiagen, Hilden, Germany), con una
concentracion de 400 nM de los iniciadores sentido y antisentido en un volumen final
de reaccion de 15 pl. La deteccion y el analisis de datos se hizo utilizando un equipo
LightCycler de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Roche Molecular

Biochemicals, Manheim, Alemania).

5.8 Northern blot
Para detectar la expresion del RNA mensajero de IRF-1, 10 pg del RNA

extraido de los fibroblastos fue desnaturalizado y procesado en un gel de agarosa en
condiciones desnaturalizantes con formaldehido al 1%. Para el Northern blot se
utilizé un fragmento especifico de 1.5 kb de cDNA para IRF-1 de rata, marcado con
[0->2P] dCTP (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). La membrana se lavo
e hibrid6 con el cDNA para la proteina 3?P-RPL-19, como un control de que se ha
cargado la misma cantidad de RNA para cada condicién (protocolo de Northern blot

segun Current Protocols in Molecular Biology.



5.9 Actividad de la(s) proteasa(s) que genera a la PRL-16K en condrocitos

La actividad enzimatica capaz de procesar a la PRL hacia PRL-16K se analiz6
de acuerdo al siguiente método. Se utilizaron distintas concentraciones de
homogeneizados (0.25, 0.5, 1, 2 y 4 pg) vy se incubaron en amortiguador de
incubacion (Tris 50 mM, NaCl 150 mM y CaClz 10mM) a distintos pHs, en presencia
de 200 ng de prolactina humana o de rata en un volumen final de 20 pl. Las
incubaciones se realizaron durante 24 hrs a 37°C en agitacién. Para el caso de los
medios condicionados, se utilizaron 5 pl de medios y se incubaron en amortiguador
Tris a pH 7 en las mismas condiciones descritas arriba. La actividad enzimatica se
caracteriz6 mediante el uso de distintos inhibidores: (a) de MMPs: EDTA (5mM) y 1,
10-fenantrolina (10 mM); (b) de proteasas de serina: PMSF (ImM) y aprotinina (10
te/ml); (c) de proteasas de aspartico (como catepsina D): pepstatina A (1.4 pM); (d)
de proteasas de cisteina: E64 (25 pg/ml). Los productos del corte de la PRL se

analizaron mediante Western blots en condiciones reductoras.

5.10 Actividad enzimatica de las metaloproteinasas

La actividad enzimatica de las diferentes MMPs se evalu6 incubando 200 ng
de PRL humana, en amortiguador Tris pH 7, en un volumen final de 20 pl y
diferentes concentraciones de MMPs. Las incubaciones se realizaron a 37°C en
agitacion durante 24 hrs. Los productos de la protedlisis se analizaron mediante

Western blots en condiciones reductoras.

5.11 Western blot

Los productos de la protedlisis de la PRL se analizaron en geles de
poliacrilamida al 15% en condiciones reductoras y desnaturalizantes. Se utilizaron los
20 pl de la reaccion de corte (conteniendo 200 ng de PRL) y se mezclaron con 8 pl
de amortiguador de laemli 2X. Después del SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron

a membranas de nitrocelulosa, se bloquearon con 5% de leche descremada (BioRad)



durante 2 hrs, y se incubaron con los anticuerpos policlonales anti PRL humana o
anti PRL de rata a una dilucién de 1:2000, o con el anticuerpo monoclonal INN-368
a una diluciéon 1:500, toda la noche a temperatura ambiente. Al dfa siguiente se
lavaron 3 veces con PBS tween al 0.5% y se incubaron durante 1 hr. con los
anticuerpos secundarios (Jackson Immunoresearch labs, Inc.) anti-IgG de conejo
acoplado a peroxidasa a una dilucién 1:15,000 o anti-IgG de conejo acoplado a
fosfatasa alcalina diluido 1:5,000 o con el anti-IgG de ratén acoplado a peroxidasa
diluido 1:5,000. Las membranas se lavaron 3 veces. Los anticuerpos acoplados a
peroxidasa, se revelaron mediante el uso un estuche comercial de quimioluminisencia
(Supersignal West Pico Chemiluminiscent Substrate, Pierce Biotechnology, Rochford
Illinois) y el anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina se revel6 mediante el

uso de un estuche comercial (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California).

5.12 Secuenciacion de los fragmentos de PRL obtenidos mediante la
protedlisis con extractos de condrocitos

Las secuenciaciones amino-terminales fueron realizadas mediante la
degradacion de Edman automatizada en colaboracion con el Dr. Manuel Aguilar de
la Unidad de Bioquimica Analitica del Instituto de Neurobiologia-UNAM.

Brevemente, se incubaron 10 pg de PRL con 5 pg de condrocitos o con 10 pl de
medio condicionado en un volumen final de 40 pl con amortiguador de incubacién a
pH 7. De manera similar, se obtuvieron las secuencias de los fragmentos de PRL
generados mediante la incubacién con las MMPs purificadas. Se incubaron 10 pg de
PRL humana con 50 ng de MMP-1, 1.5 ng de MMP-2, 100 ng de MMP-3, 30 ng de
MMP-8, 1.5 pg de MMP-9 o 50 ng de MMP-13. Los fragmentos derivados de la
proteolisis de la PRL se procesaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras
y no reductoras (se corrieron de 2 a 10 pg de PRL por carril). Las proteinas se
transfirieron a membranas PVDF y se tifieron con una solucién de azul de coomassie
R-250 al 0.05% en metanol al 50% durante 15 minutos y destefiidas en una solucion
de metanol al 50% durante 5-10 minutos. Las bandas de prolactina cortada (25kDa) o

las bandas de 16kDa se cortaron, se eluyeron y se analizaron directamente en el



equipo Procise 491 Protein Sequencing System (Applied Biosystems; Foster City,

CA), evaluando de 4-6 ciclos de secuenciacion (4-6 ciclos).

5.13 Proliferacion de células endoteliales

Células endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC) fueron sembradas
a una densidad de 5,000 por pozo en cajas de cultivo de 96 pozos (Costar). La PRL-
16K producto del procesamiento de PRL por condrocitos o la PRL sin procesar se
adicion6 a las células endoteliales a una concentraciéon de 100 nM (cuantificada a
través de someter a SDS-PAGE a las proteinas, tefiitlas con azul de coomassie y
analizadas mediante densitometria), en presencia o ausencia de bFGF (5 ng/ml). Al
cabo de 48 hrs de incubacion los cultivos se trataron con un pulso con 500,000 cpm
de timidina tritiada (0.6 pCi, actividad especifica 20.1 Ci/mmol) (Sigma) y se
incubaron durante 14 hrs, al término de las cuales, las células se fijaron con acido
tricloroacético (TCA) al 5% (w/v) a 4°C durante 20 minutos. El precipitado
resultante se lavo dos veces con 5% TCA vy se solubilizé con 250 pl de NaOH 0.25M
a 50°C. La radioactividad incorporada se cuantificé en un contador de emisiones

beta.

5.14 Vias de sefializacion

5.14.1 Fosforilacion de STAT-5

La activacion de STAT-5 se evalu6 en fibroblastos tratados o no con PRL (10
nM) y/o la mezcla de citocinas proinflamatorias (Cyt) IL1-B (2.5 ng/ml = 150 pM),
TNF-a (12.5ng/ml = 700 pM) e IFN-y (50 ng/ml = 3 nM ) o con PRL y Cyt. Las
células fueron pretratadas durante 6 horas con Cyt y después con PRL durante 30

minutos, al término de las incubacién las células fueron homogeneizadas en
amortiguador de lisis (50 mM Tris pH 7.4, 0.5% NP-40 (Igepal), 100 mM NaCl, 1
mM EGTA, 1 mM PMSF, 1 pg/ml aprotinina, 1 mM ortovanadato de sodio y 1 mM
NaF). Para la inmunoprecipitaron, los lisados se centrifugaron y los sobrenadantes

se prelimpiaron con proteina- A sefarosa (50 pl de una preparacién 1 mg/ml en 450



ml de amortiguador) durante 1 hr en agitaciéon a 4°C, después incubaron con el
anticuerpo anti STAT-5 (2 pg/ml) toda la noche en agitacién a 4°C, se procesaron
por SDS-PAGE 7.5% y Western blot y se revelaron con anticuerpos monoclonales
anti-tirosinas fosforiladas (5 pg/ml), se lavaron y se volvieron a trevelar con el
anticuerpo anti STAT-5 (1:1000) de acuerdo al método descrito (Wang y Yu-Lee
1996).

5.14.2 Activacion de NFkB

LLa activacion de NFkB se analiz6 a través de determinar su translocacion al
nucleo mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-p65 (subunidad de
NFkB). Las células fueron sembradas a baja densidad (50,000 células en placas de 21
mm), tratadas con o sin PRL 16K (160 ng/ml = 10 nM) o TNF-a (50ng/ml = 3 nM)
durante 2 hrs o 20 minutos, respectivamente. Al término de la incubacioén, las células
se lavaron, se fijaron con paraformaldehido al 4%, se bloquearon con suero normal
de cabra al 10%, y se incubaron con el anticuerpo anti-p65 durante toda la noche a

4°C, y posteriormente con un anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina diluido

1:100.

Para los ensayos de retardo en gel, las células se trataron con PRL-16K (160
ng/ml) o TNF-a (50ng/ml) durante distintos tiempos. En dichos ensayos, los
extractos nucleares se incubaron con una secuencia de DNA (Macotela et al., 2002)
que reconoce especificamente a NFkB y que esta marcada radioactivamente. La
presencia de NFkB en los extractos nucleares se detectd en funcion de la migracion
diferencial del complejo DNA-NFkB (que es mas lenta cuando hay unién de
NFkB/DNA) en geles de poliacrilamida. La especificidad de la unién se evalué en
presencia de un exceso de DNA no marcado usando la misma secuencia o con la
secuencia mutada. Estos ensayos de retardo se hicieron en colaboraciéon con Criselda
Mendoza del laboratorio del Dr. Alejandro Zentella, del Instituto de Fisiologia

Celular de la UNAM, de acuerdo al método descrito (Reyes-Reyes et al., 2001).



5.14.3 Degradacion de las proteinas IxkB

La degradacion de las proteinas inhibidoras de NFxB se analizé en los
homogeneizados celulares (25 pg/carril) después del tratamiento con o sin PRL-16K
o TNF-a mediante SDS-PAGE al 12% y Western blots, con anticuerpos anti IkB-a
y anti IkB- (1 pg/ml), asi como también en presencia de Bay 117085, inhibidor
especifico de la degradacion de las proteinas IkB (Pierce et al., 1997). Para validar que
se cargara la misma cantidad de proteina por carril, se lavaron las membranas y se
detecté a la proteina beta-actina con un anticuerpo monoclonal (Sigma) a una
dilucién de 1:500. Los valores de densidad optica se determinaron utilizando el
programa de analisis de imagenes “1D* versiéon 3.5 de Kodak (Eastman Kodak
company, Rochester NY). La normalizaciéon se hizo tomando uno de los valores de
actina como 100% y a partir de ese valor calculando el porcentaje de las demas
bandas de actina (ej. 90%, 110%). El porcentaje excedente o faltante de 100 que
tuviera cada banda de actina era lo que se sumaba o restaba a la respectiva banda de
IkB (ej. +10% 6 —10%). Una vez normalizados, los valores se graficaron como el

porcentaje respecto al valor al tiempo cero que se tomé como el 100%.

5.15 Analisis estadistico

Todos los experimentos se replicaron al menos en tres ocasiones
independientes. Los valores de la degradacion de las proteinas IkB se compararon
mediante el analisis de varianza de una via, seguido de una prueba de rangos Duncan.
El resto de los resultados se analizaron mediante la prueba T de Student no apareada

en donde un valor de P < 0.05 se considerd estadisticamente significativo.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 La PRL-16K estimula la expresion de NFkB en fibroblastos de pulmén

En primer lugar corroboramos que la PRL-16K estimula la producciéon de

NO vy que lo hace con una potencia comparable a la ejercida por la combinacién de

citocinas proinflamatorias IL1-B, TNF-a e IFN-y (Fig.2).
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Observamos que como habiamos reportado previamente (Corbacho et al,
2000a), la PRI.-16K de rata en dosis de 1 y 10 nM, estimula la produccién de NO por
fibroblastos de pulmoén, y que dicha estimulacion es comparable en potencia y
magnitud con el efecto ya conocido y bien caracterizado de la mezcla de citocinas
proinflamatorias: IL1-B, TNF-a e IFN-y,en dosis de 1 nM, 1.4 nM y 6 nM

respectivamente (Asano et al., 1994, Robbins et al., 1994, Lavnikova et al., 1995) .

Con el fin de determinar cual es la via de sefializacion utilizada por la PRL
16K para estimular la produccion de NO, se analiz6 en los fibroblastos de pulmon,
el efecto de la PRL-16K sobre la activaciéon del factor NFkB, por ser un factor de
transcripcion muy importante para estimular la expresion de iNOS. En primer lugar
se evalud la unién de NFxB al DNA en respuesta a PRL-16K y se comparé con la
respuesta obtenida mediante el tratamiento con TNF-a, un conocido estimulador de

la actividad de NFxB (Baud y Karin 2001). Se prepararon extractos nucleares de



fibroblastos tratados con PRI-16K o TNF-o a diferentes tiempos y mediante
ensayos de retardo en gel, se analiz6 la unién del NFkB presente en los nucleos
celulares a una secuencia de DNA consenso para el sitio de uniéon kB, marcada
radioactivamente. Tanto el TNF-a como la PRL-16K estimularon la formacion de un
complejo similar aunque con una cinética distinta. El tratamiento con TNF-a indujo
la formacién del complejo a los 20 min y la sefial declin6é a los 60 min (Fig.3),
mientras que el tratamiento con PRL-16K indujo la formacién del complejo con una
latencia mayor (60 minutos), que fue maxima a los 120 min y declin6é a los 180
minutos (Fig.3). Ya que LPS de las membranas bacterianas son conocidos inductores
del NFxB (Xie et al., 1994), se analiz6 el efecto de la PRL-16K en presencia de
polimixina-B (PMB), un inhibidor de LPS. Se observé que la PMB no interfiere con
la formacién del complejo NFkB/DNA inducido por la PRL-16K (Fig.3), indicando

que en el efecto no intervienen contaminantes de origen bacteriano y por lo tanto

que la PRL-16K per se estimula la activacion del NFkB.
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Fig.3 La PRL 16K estimula la translocacién al nucleo de NFkB. Los
fibroblastos fueron incubados en ausencia (C) o presencia de TNF-a (50
ng/ml) o PRL-16K (160 ng/ml) con o sin polimixina-B (PMB 10ug/ml),
durante los tiempos indicados, al término de los cuales se prepararon extractos
nucleares que fueron incubados con una secuencia de DNA consenso marcada
con 2P conteniendo el sitio NFkB, y después fueron analizados mediante
ensayos de retardo de la mobilidad electroforética (EMSA). La especificidad de
la reaccion fue comprobada usando 100 veces mas de la secuencia no marcada
como competidor (no se muestra). La flecha sefiala los complejos especificos.



Para corroborar la activacion de NFkB inducida por PRL-16K en los
fibroblastos, se analizé la localizaciéon subcelular de este factor transcripcional
mediante la técnica de inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos dirigidos contra la
subunidad p65 del NFxB. En ausencia de tratamiento, NFkB (p65) se distribuy6
tanto en el citoplasma como en el nicleo de las células. Mientras que bajo el
tratamiento con PRL-16K, al igual que con el tratamiento con TNF-a la localizacién
de (NFkB) p65 fue fundamentalmente nuclear (Fig.4). Por lo tanto, nuestros
hallazgos muestran que la PRL-16K activa al NFkB bajo dos diferentes criterios, la
estimulacién de la translocaciéon del NFkB al nucleo y la estimulacién de su union a
secuencias nucleares especificas. La cinética de activacion de NFkB inducida por
PRL-16K, es semejante a la observada con factores de crecimiento como el PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetas), que induce la translocacion al nucleo
de NFkB a los 60 min y alcanza un maximo a los 180 min (Romanshkova &
Madarov 1999). El TNF-a, en cambio, induce una translocaciéon rapida, que es

maxima a los 20 min, y es consistente con lo reportado previamente para otros tipos

celulares (Ozes et al., 1999).

Control TNF-a PRL-16K

Fig.4 La PRL-16K induce la translocaciéon nuclear del NFkB. Detecciéon de
NFkB (p65) mediante inmunofluorescencia en fibroblastos cultivados en ausencia

(control) o presencia de TNF-a (50 ng/ml) durante 20 min 6 de PRL- 16K
(160ng/ml) durante 2 hrs.

La activacion de NFkB depende de la degradaciéon de las proteinas
inhibidoras IxBs. En los fibroblastos de pulmoén se analiz6 la cinética de degradacion

de las proteinas IkBa e IkB en respuesta al tratamiento con PRL-16K y TNF-a



durante diferentes tiempos (Fig.5). El analisis de la degradacion de las IkBs se hizo en
homogeneizados de fibroblastos mediante Western blots con anticuerpos especificos
para cada isoforma. El tratamiento con la PRL-16K no alteré los niveles de IkBa en
los tiempos analizados. Sin embatgo, indujo una degradacién gradual de IkBf, con
un efecto maximo a los 120 min de tratamiento (Fig.5A). Esta cinética de
degradacion de IkBf3 fue similar a la observada en respuesta a TNF-a.. En contraste
con la PRLL-16K, el TNF-a indujo una degradacion rapida y transitoria de la proteina
IkBa, observandose una recuperacion de los niveles basales a partir de los 60

minutos (Fig.5B).
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Asi el TNF-o indujo la degradacion de ambas proteinas IkB (alpha y beta),
mientras que la activaciéon de NFkB por PRL-16K se asocié con la degradacion de
IkBp pero no de IkBa. La degradaciéon de IkBf} por PRL-16K es consistente con su
capacidad de estimular NFkB, si bien las implicaciones funcionales de las diferencias
en degradacion de las diferentes proteinas IkB se desconocen hasta el momento. Al
respecto, se han mostrado variaciones en la cinética de activacion de NFkB y en la
degradacion de las IkB entre las diferentes citocinas (TNF a, IL1-B, PDGF) vy entre

los tipos celulares (células endoteliales, células del sistema inmune, fibroblastos, etc) y

se ha propuesto que estas diferencias podrian tener un impacto en el tipo de genes

activados por NFkB (por ejemplo, genes de respuesta a estrés) (Johnson et al., 1990).

La degradacién de las proteinas IkB depende de su fosforilaciéon por el
complejo de cinasas IKK. En los fibroblastos, se observé que un inhibidor especifico
del complejo IKK (BAY 117085) que inhibe la fosforilacién de las IkBs (Pierce et al.,
1997), inhibi6 la degradacion de IkBp inducida por PRL-16K (Fig.6). Asimismo, el
BAY 117085 interfirié con la degradacién de IkBa e IxkBf inducida por TNF-a
(Fig.0).

En conclusion, estos resultados muestran por primera vez que la PRL-16K es
capaz de activar al factor de transcripcion NFkB y que por lo tanto la activacion de
NFkB podria ser parte importante del mecanismo de sefalizacion por el cual la PRL-
16K estimula la expresién de iNOS vy la produccion de NO en los fibroblastos. Esta
posibilidad debe ser corroborada mediante experimentos en los que se bloquee la
expresion de iNOS vy la produccién de NO inducidos por PRL-16K mediante el uso
de inhibidores de la via NFkB, como podria ser el acido acetilsalicilico (Yin et al.,
1998, Frantz y O’Neill 1994). En apoyo a nuestros resultados, recientemente se
demostré que el mecanismo mediante el cual la PRL-16K inhibe la apoptosis del

endotelio, involucra la activaciéon del NFxB (Tabruyn et al., 2003). Lo que sugiere



que la activacion de este factor de transcripcion, podria ser un mecanismo de

sefializacion de la PRL-16K general a todas sus células blanco.
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Fig.6 Bloqueo de la degradacion de IxkBf inducida por PRL-16K
mediante el uso de un inhibidor de las cinasas de IkB. (A) Analisis por

Western blots de fibroblastos control (C) o tratados con TNFa (50 ng/ml)
durante 20 min o con PRL-16K (160 ng/ml) durante 2 hrs en ausencia o
presencia del pretratamiento con BAY 117085 (1 mM) por 30 min. La

degradacion de las proteinas IxkB se analiz6 mediante el uso de anticuerpos
especificos para cada isoforma. (B) La densidad 6ptica de las bandas se graficd
como el porcentaje del control sin tratamiento. Los datos representan el
promedio de tres experimentos independientes + SEM. * p< 0.05 con respecto
al valor del tiempo cero.

La activacion de la expresion de iNOS requiere de la accion de varios factores
de transcripcion. El hecho de que la PRL-16K (1-10 nM) por si sola estimula la
producciéon de NO con una potencia comparable a la de la combinacién de tres

citocinas proinflamatorias (IL1-B: 1 nM, TNF-a: 1.4 nM e IFN-y: 6 nM), sugiete

que, ademas del NFkB, induce la activacion de otros factores de transcripcion. A este
respecto, se ha reportado que en el endotelio la PRL-16K induce un incremento en la
actividad de la PKA (proteina cinasa A), y de los niveles de AMP ciclico (cAMP)
(D’Angelo et al.,, 1999). El cAMP estimula la activacién del factor de transcripcion
CREB (cAMP response element binding protein) (importante para la expresion de
iINOS) (Kinugawa et al., 1997, Mayr y Montminy 2001), a través de activar a la PKA.
En los fibroblastos de pulmén el tratamiento con H89, un inhibidor de la PKA (Won



et al., 2001), disminuy6 el efecto estimulatorio de la PRL-16K sobre la produccion
de NO (Fig7). Si bien es necesario caracterizar este efecto, analizando la produccion
de cAMP vy la activacion de CREB en respuesta a PRL-10K, este resultado sugiere la
participacion de dicho factor de transcripcion en el mecanismo de sefializacion de la

PRL-16K para inducir la expresion de iNOS.
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Fig.7 H89 el inhibidor de la PKA disminuye el efecto estimulatorio de la
PRL-16K sobre la produccion de NO. Los fibroblastos fueron pre-
incubados durante 90 min en ausencia (barras blancas) o en presencia (barras
oscuras) de H89 y posteriormente fueron incubados sin (C) o con la mezcla de
citocinas proinflamatorias (Cyt: IL-1B, IFN-y y TNF-a), PRL-16K (10 aM) o
PRL 23K (10 nM) durante 12 hrs. La producciéon de NO fue medida como la
acumulacién de nitratos y nitritos en el medio de cultivo.

6.2 La PRL inhibe la expresion de iNOS estimulada por citocinas

A diferencia de la PRL-16K, la PRL no mostré ningin efecto sobre la
producciéon basal de NO en los fibroblastos. Ya que el NO actia como un
importante mediador inflamatorio, pensamos que en un ambiente inflamatorio se
podria favorecer una posible accién inhibitoria de la PRL sobre la produccién de
NO. Para analizar esta posibilidad, se determiné el efecto de la PRL sobre la
produccién de NO tanto basal como estimulada por la combinacién de citocinas
proinflamatorias. De acuerdo a lo esperado se observé que la PRL no tuvo efecto

sobre la produccion basal de NO, sin embargo en células tratadas con las citocinas, la



PRL inhibi6 la producciéon de NO de forma dependiente de la dosis (Fig.8). Es bien
conocido que las citocinas proinflamatorias ejercen su efecto sobre la produccion de
NO a través de estimular la expresion de iNOS (Geller y Billiar 1998). En
concordancia con estos hallazgos, mediante RT-PCR convencional y tiempo real se
observo que la PRL inhibi6 la expresion de iNOS inducida por la mezcla de citocinas

proinflamatorias, pero no inhibio la expresion basal de esta enzima (Fig.9).
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La ausencia de efecto de la PRL sobre la produccién de NO era esperada ya
que por estudios de RT-PCR no detectamos la expresion del receptor de PRL en los
fibroblastos (Corbacho et al., 2000b). Sin embargo, el efecto inhibitorio de la
prolactina sobre la expresion y la produccion de NO estimulada por las citocinas
proinflamatorias plante6 como una posibilidad que dichas citocinas proinflamatorias
pudieran estimular la expresiéon del receptor de PRL y con ello permitir el efecto
inhibitorio de la hormona. Mediante RT-PCR, se confirmé que en los fibroblastos en
condiciones basales y tratados con PRL no se detecta la expresion del receptor de
PRL, sin embargo el tratamiento con citocinas proinflamatorias resulta en una
marcada induccion de dicho receptor (Fig.10A). El analisis por RT-PCR en tiempo
real mostr6 que la inducciéon del receptor de PRL fue de 6 veces el nivel basal
(Fig.10B). La combinacién de PRL y citocinas no modifico la expresion del receptor
de PRL observada solo con el tratamiento de citocinas, lo que sugiere que la PRL no
afecta la expresion de su propio receptor en este tipo celular. Este analisis era
importante, ya que en una linea celular de linfocitos T la PRL por si misma es capaz
de estimular la expresion de su receptor (Di Carlo et al., 1995). Ademas de la PRL, se
ha mostrado que los estrogenos pueden estimular la expresion del receptor de PRL
en particular en el epitelio mamario normal y tumoral (Ormandy et al., 1997,
Leondires et al., 2002) y en el higado, el rifiéon (Sakaguchi et al., 1994) y en el cerebro
de ratas hembras (Pi et al, 2003). A este respecto, los hallazgos de este trabajo
resultan muy novedosos ya que proponen que la estimulacion de la expresion de los
receptores de PRL puede ser relevante en aquellas células que normalmente estan
desprovistas de ellos. Los tipos celulares aparentemente carentes del receptor de PRL
son escasos (fibroblastos y células endoteliales), pues el receptor de PRL se expresa
en practicamente todos los tipos celulares y tejidos estudiados (Freemark et al., 1997,

Tzeng y Linzer 1997, Bole-Feysot et al., 1998).

Dado que los fibroblastos y las células endoteliales son actores importantes
en los procesos de angiogénesis e inflamacion, la participaciéon de la PRL en ambos
procesos estarfa determinada por el microambiente especifico de dichos procesos

capaz de influir sobre el nivel de expresion de su receptor y con ello sobre la



expresion de iNOS. Ademas, la probabilidad de que el receptor de PRL esté
involucrado en la regulacion del proceso inflamatorio, se apoya en diversas
observaciones experimentales. Por ejemplo estudios de nuestro laboratorio muestran
que la PRL estimula la adhesiéon de leucocitos al endotelio (Montes de Oca et al.,

enviado), proceso que se lleva a cabo durante la respuesta inflamatoria.

Fig. 10 Las citocinas proinflamatorias
inducen la expresion del receptor de PRL en
fibroblastos. A: Se analiz6 el RNAm para la
forma larga del receptor de PRL por medio de
RT-PCR a partir del RNA total. La amplificacion
de GOPDH se wus6 como control. B:
Cuantificacién de la expresion del RNAm de la
B forma larga del PRLR utilizando PCR en tiempo
* real. Las células fueron pre-tratadas sin o con
citocinas (IL-1B 2.5 ng/ml , IFNy 50 U/ml y

TNFa 12.5 ng/ml) e incubadas postetiormente

" en ausencia o presencia de PRL (10 nM) durante
24 hrs. Células sin tratamiento (C), tratadas con
2 citocinas  (Cyt), tratadas con prolactina (PRL),
o)1 tratadas con citocinas y prolactina (Cyt + PRL).
C PRL Cyt Cyt+ *P < 0.05 con respecto al valor del control (C) y

al valor de PRL.
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Para entender mejor la inhibiciéon de iNOS en respuesta a PRL, nos interesé
estudiar la via de sefializacién que media este efecto en los fibroblastos. La via
JAK/STAT es el mecanismo de sefializacion clisico activado por prolactina; la
interacciéon de la PRL con su receptor conlleva a la activaciéon de JAK-2 y
subsecuentemente a la fosforilacién/activacion de proteinas STAT, principalmente
STAT-1 y STAT-5. Uno de los genes activados por STAT-1 en respuesta a PRL es
IRF-1, un factor de transcripciéon importante para la expresion de iNOS (Kamijo et
al., 1994, Martin et al., 1994). Sin embargo, mientras que STAT-1 activa la
transcripcion de IRF-1 en ciertos tipos celulares (Wang y Yu-Lee 1996, O "Neal et al.,
1994), STAT-5 puede inhibirla (Luo et al., 1997, Yu-Lee et al., 1998, Luo et al., 2000).

Por lo tanto, la activaciéon de STAT-5 y la consecuente inhibicion de IRF-1 pudieran



resultar en la menor expresion de iINOS en respuesta a PRL. Para analizar esta
posibilidad, investigamos la fosforilaciéon de la proteina STAT-5 y la expresion del
RNA mensajero de IRF-1 en respuesta al tratamiento con PRL en ausencia y
presencia de citocinas proinflamatorias. En condiciones basales, la PRL no modific6
la fosforilacion de STAT-5, sin embargo, en los fibroblastos tratados con las
citocinas, la PRL estimul6 la fosforilacion en residuos de tirosina de STAT-5, en
comparacion con células sin ningtn tratamiento o tratadas solo con Cyt (Fig.11). Este
resultado apoya el efecto mostrado previamente de que las Cyt inducen la expresion
de los receptores de PRL en los fibroblastos, de manera que una vez que los
receptores se han expresado puede llevarse a cabo la activacion de STAT-5 en
respuesta a PRL. Mas atn, encontramos que la PRL inhibe la expresion de IRF-1
inducida por las Cyt (Fig.12). En los fibroblastos sin tratamiento o tratados con PRL
se observa un nivel basal similar de IRF-1, mientras que en las células tratadas con
Cyt se incrementa su expresion. El efecto de las Cyt probablemente se debe a la

accion del IFNy presente en la mezcla de ellas, ya que el IRF-1 es un gen de

respuesta a IFNy (Kamijo et al., 1994). De manera que en presencia de las citocinas
proinflamatorias la PRL activa a STAT-5, disminuyendo los niveles del RNA
mensajero de IRF-1 (Fig.12).

Estudios previos utilizando células transfectadas con STAT-5 mostraron que
STAT-5 inhibia la actividad de IRF-1 (Luo y Yu-Lee 1997), y en un reporte posterior
del mismo grupo se mostré que STAT-5 también podia inhibir la unién de NFkB al
DNA (Luo y Yu-Lee 2000). Para ambos efectos se propuso que el mecanismo
involucrado era la unién e inactivaciéon por STAT-5 del cofactor p300 que es
necesario para que factores como STAT-1 y NFkB se unan al DNA y activen la
transcripcion (Luo y Yu-Lee 1997, Luo y Yu-Lee 2000). Nuestros hallazgos
corroboran y validan este mecanismo en un cultivo primario de células que no ha
sido modificado genéticamente y que son células que se sabe participan produciendo

NO en reacciones inflamatorias de las vias respiratorias.
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Fig. 11 La PRL induce la fosforilacion de STAT5 en los fibroblastos
tratados con citocinas. Las células fueron pre-tratadas sin o con la mezcla de
citocinas durante 6 hrs y después incubados sin o con 10 nM de PRL durante
30 min. Las proteinas fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti
STAT5 y reveladas mediante Western blot con un anticuerpo anti fosfotirosina
(anti-PY) y posteriormente la membrana fue lavada y re-tefiida utilizando el
anticuerpo anti STAT5.
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Fig. 12 La PRL inhibe la expresiéon de IRF-1 inducida por citocinas
proinflamatorias en fibroblastos. Analisis de Northern blot para IRF-1. Las
células fueron pre-tratadas sin o con la mezcla de citocinas durante 6 hrs y
después incubadas sin o con 10 nM de PRL durante 24 hrs.

Si bien puede ser aventurado, consideramos que es util para la discusion
especular sobre la posibilidad de que la regulacion de la expresion del receptor de
PRL vy las acciones inhibitorias de esta hormona sobre la expresion de iNOS vy la
produccion de NO podrian tener relevancia para el control del proceso inflamatorio.
Bajo esta consideracién, durante el proceso inflamatorio, las citocinas
proinflamatorias inducirfan la expresion del receptor de PRL permitiendo su accion
antiinflamatoria como un mecanismo capaz de controlar la magnitud y duraciéon del

proceso inflamatorio.



Sin embargo, la regulacion del receptor de PRL parece ser aun mas compleja.
Recientemente se mostré en un modelo 7 vwo de inflamaciéon inducida por la
inyeccion intraperitoneal de LPS, que el receptor de PRL se regula diferencialmente
dependiendo del 6rgano analizado. En aquellos 6rganos relacionados con la respuesta
inmune como son el timo y el bazo, el receptor de PRL se incrementa, mientras que
en organos como el pulmon, la préstata, el rifién y el corazén, la expresion del
receptor disminuye (Corbacho et al., 2004). Si bien se trataba de un modelo crénico
de inflamacién y no se estudi6é la expresion del receptor especificamente en los
fibroblastos pulmonares, es claro que la expresion del receptor de PRL esta
determinada por el tipo celular, y puede ser afectada tanto a la alza como a la baja por

el proceso inflamatorio.

Por otra parte, el hecho de que la PRL y la PRL 16K ejerzan efectos opuestos
sobre la expresion de iNOS y la producciéon de NO podria tener sentido si se
consideran estas acciones separadas en el tiempo. Al respecto, una especulacion
posible serfa el que al inicio de la inflamacién, la PRL-16K podtia participar en la
estimulaciéon de iNOS y NO y que eventualmente la acumulacion de los receptores
de PRL en respuesta a la accion de las citocinas proinflamatorias favoreceria el efecto
inhibitorio de la  PRL sobre iNOS y NO, y con ello la atenuacién del proceso

inflamatorio.

En todo caso, es claro que la resultante final de las acciones de la PRL y la
PRL 16K estara determinada en gran medida por la actividad proteolitica de la

proteasa que genere a la PRL 16K a partir de PRL.

6.3 Presencia de proteasas neutras de PRL en condrocitos

Con el fin de analizar la posible presencia de proteasas de PRL en un tejido
avascular, investigamos si los condrocitos aislados del cartilago articular de la rata

contienen proteasas neutras capaces de generar a la PRL-16K. Con tal propésito



extractos de condrocitos se incubaron con una preparacion pura de PRL humana
bajo distintos pHs, y los fragmentos resultantes se analizaron por medio de Western
blots. El analisis mostro la generacion de diversos fragmentos con pesos moleculares
aparentes de 14, 16 y 17 kDa. A un pH de 6.5, el fragmento mas abundante fue el de
14kDa, mientras que a pH 7 y 7.5 el fragmento predominante fue el de 16kDa
(Fig.13). La generaciéon de dichos fragmentos no dependi6 de la especie de prolactina
utilizada como sustrato, ya que tanto la PRL humana como la PRL de rata fueron
procesadas bajo condiciones neutras por los condrocitos de rata hacia un fragmento
de 16kDa (Fig. 14), si bien el patrén fue ligeramente diferente. En contraste con el
fragmento de 14kDa observado para la PRL humana (Fig. 14B), para la PRL de rata
se observo un fragmento de 15 kDa (Fig. 14A). Mas aun, las mismas enzimas que
cortan a la PRL parecen estar presentes en ambas especies de condrocitos ya que las
células humanas y las de rata, cortaron a la PRL humana con un mismo patrén (Fig.

14B).

condrocitos
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Fig.13 Los condrocitos cortan a la PRL humana bajo distintos pHs.

Homogeneizados de condrocitos de rata (2 pg de proteina) fueron incubados a
diferentes pHs durante 24 hrs con 200 ng de PRL humana. Los productos
proteoliticos fueron evaluados mediante Western blot.

Estas observaciones son de interés puesto que si la PRL-16K posee relevancia
funcional se esperaria que su generacion fuera similar entre las especies y por lo tanto
que involucrara mecanismos enzimaticos igualmente eficientes para la hormona de

rata y la humana.
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Fig.14 Protedlisis de la PRL humana y de rata por condrocitos de rata
(A), y de la PRL humana por condrocitos humanos y de rata (B).

Homogenados de condrocitos de rata (2 pug de proteina) o de humano (0.3 ug
de proteina) fueron incubados durante 24 hrs a pH 7 con 200 ng de PRL
humana o de rata. Los productos proteoliticos fueron evaluados mediante
Western blot bajo condiciones reductoras.

Con el propésito de identificar el sitio del corte enzimatico en la molécula de
PRI, se secuenciaron los extremos amino-terminales de la PRI “cortada”, el
precursor de la PRL-16K. Como ya se mencioné la PRL-16K se genera a través del
corte proteolitico de la PRL en el asa que forma el puente disulfuro intermedio de la
molécula (ver figura 1). Esta isoforma se conoce como PRL “cortada” y posee la
caracteristica de migrar con un peso molecular aparente de 25kDa en geles de SDS-
PAGE bajo condiciones no reductoras. En la PRL “cortada” se detectan por tanto
dos extremos amino-terminales, i.e., el convencional para el inicio de la PRL y el que
corresponde al sitio de corte. La reduccion del puente disulfuro intermedio, en SDS-
PAGE bajo condiciones reductoras rompe a la PRL “cortada” en dos fragmentos: el

extremo amino-terminal de 16kDa y en el carboxilo terminal de 6kDa.

El analisis por medio de SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y no
reductoras de los productos del procesamiento de la PRL por los condrocitos mostré
que la mayor parte de la prolactina procesada migraba como PRL “cortada”, es decir
con un peso aproximado de 25 kDa (Fig. 15A). La secuenciacién del fragmento de
PRL de 16kDa en condiciones reductoras y de la PRL “cortada” en condiciones no
reductoras, mostraron que la proteina de 16kDa corresponde al extremo amino

terminal de la PRL y que el sitio de corte se da entre los aminoacidos Ser 155 y Leu



156 en la prolactina humana y entre los aminoacidos Ser 153 y Leu 154 en la
prolactina de rata (Fig.15A,B). Es importante notar que en esta region las secuencias
de ambas PRLs son idénticas. Mas aun, la secuencia de corte para estas proteasas se
encuentra altamente conservada en prolactinas de diferentes especies de vertebrados
(Fig.15B). Este hecho, aunado a que el corte ocurre a pH neutro, sugiere que este

procesamiento puede ser relevante y podria ocurrir bajo condiciones fisioldgicas.
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Fig.15 Analisis de secuencia de la PRL humana cortada por condrocitos. L.a PRL
humana fue incubada con condrocitos y procesada mediante SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras (R) y no reductoras (NR) y transferida a una membrana PVDEF.
Las bandas fueron visualizadas mediante la tincién con azul de coomassie y cortadas de la
membrana. La secuencias amino-terminales fueron determinadas mediante la degradacion
de Edman automatizada (A). La secuencia de corte en la PRL se encuentra conservada
entre los diferentes grupos de vertebrados (B).

El procesamiento de la PRL hacia PRL 16K por estas proteasas parece ser
preferencial en el cartilago, ya que los condrocitos aislados de cartilago humano
procesan a la PRI humana con mas eficiencia que fibroblastos humanos aislados de
prepucio, una linea celular de linfoma (U937), y una linea celular derivada de un

epitelio pulmonar tumoral (A549) (Fig.16). Mientras que los extractos de condrocitos



procesan a la PRL en concentraciones de 0.1 pg de proteina, los otros tipos celulares

requieren concentraciones 30 a 90 veces mayores (3 a2 9 pg de proteina) (Fig. 16).

Estas diferencias aparentes en potencia de corte podrian reflejar una actividad
proteolitica real, probablemente asociada con que en el cartilago se elimina la
formacién de vasos sanguineos pero no en otros tejidos y que por lo tanto puede
tener sentido la mayor producciéon de un factor antiangiogénico como la PRL-16K.
Esta posibilidad debera investigarse a través de la identificacion del fragmento de
PRL en el cartilago con respecto a otros tejidos vascularizados. Al respecto, estudios
muy recientes han mostrado que homogeneizados de condrocitos contienen a una
PRL-16K amino-terminal detectada por ensayos de Western blot revelados con
anticuerpos dirigidos contra el extremo amino-terminal de la PRL pero no contra el
extremo carboxilo-terminal de la hormona (Guzman, Macotela y Clapp, resultados
no publicados). Asimismo, también hemos encontrado que extractos hipofisiarios
contienen una PRL “cortada” entre los aminoacidos 155-156 (Cosio, Macotela,
Aranda y Clapp, resultados no publicados), que muy probablemente resulta del
procesamiento de la PRL por estas mismas enzimas. Por lo tanto, es posible que el

procesamiento también ocurra en otros tejidos.
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Fig. 16 Protedlisis de PRL humana por homogeneizados de distintos
tipos celulares humanos. Homogeneizados de condrocitos, fibroblastos de
piel, células U937 (linea celular de linfoma) y células A549 (linea celular de
carcinoma de pulmoén) fueron incubados durante 24 hrs a pH 7 con 200 ng de
PRL humana. Los fragmentos proteoliticos fueron evaluados mediante
Western blot bajo condiciones reductoras.



Con el proposito de investigar si las proteasas de los condrocitos podrian
procesar a la PRL en el espacio extracelular, analizamos si estas enzimas son
secretadas al medio de cultivo. Consistentemente con esta posibilidad, observamos
que la incubacién de PRL humana con medios condicionados por condrocitos de
rata a pH 7 resulté en la generacién de un fragmento de 16 kDa y, en menor
proporcién, uno de 14kDa, patron similar al obtenido mediante la incubacion de
PRL con los homogeneizados (Fig. 17A). Por lo tanto, estos hallazgos muestran que
los condrocitos secretan las proteasas neutras de PRL. Asimismo, estos hallazgos nos
permiten proponer que la generaciéon de la PRL-16K puede ocurrir en el ambiente

extracelular.

<)
A
& &
23 kDA —|— s 2
16 kDa — -
14 kDa —
B 2 &? «
6\0 o \"\0
\é\ 9‘ 2 Qé@ (?0 A
¥ ¢ QT &
16 kDa —|
MC
\#
2
C « @“
& o &
S & é‘? Q?
23 kDa —| ~— e — e
16 kDa —
14 kDa —

Homogeneizado celular

Fig.17 El medio condicionado por los condrocitos corta a la PRL hacia
PRL-16K y la actividad proteolitica es bloqueada por inhibidores de
MMPs. La PRL humana fue incubada durante 24 hrs con o sin medio
condicionado (MC) o no condicionado (MNC) (A), en ausencia o presencia
de distintos inhibidores de proteasas (B), o incubada con homogeneizados de
condrocitos en ausencia o presencia de distintos inhibidores de proteasas (C).



Con el fin de investigar la naturaleza de las proteasas de PRL producidas y
secretadas por los condrocitos, intentamos bloquear su actividad utilizando diversos
inhibidores de proteasas. Observamos que el procesamiento de la PRL por el medio
condicionado de condrocitos se bloqueé mediante dos inhibidores diferentes de
MMPs: el EDTA vy la 1,10-fenantrolina (Fig. 17B). Asimismo, como era de esperar, la
inactivacion por calor resulté en el bloqueo de dicha protedlisis. Otros inhibidores de
proteasas no tuvieron efecto sobre la actividad proteolitica del medio condicionado
(Fig. 17B) y del homogeneizado de condrocitos (Fig. 17C), incluyendo a la pepstatina
A, que inhibe a la CD, asi como otras proteasas de aspartico, el E64 que inhibe
proteasas de cisteina, y el PMSF y la aprotinina, que inhiben proteasas de serina

(Fig.17 ByC).

Estos resultados apoyan la identidad de MMPs como las enzimas que generan
a la PRL-16K en los condrocitos. Para analizar si enzimas de la familia de las MMPs
son capaces de procesar a la PRL hacia PRL 16K, se incub6 a la PRL humana con
distintas MMPs durante 24 hrs a pH 7, y los productos de proteélisis se analizaron
mediante Western blot. Todas las MMPs utilizadas son producidas y secretadas por
condrocitos (Cole et al., 1996, Reboul et al., 1996, Chubinskaya et al., 1999, Tsuchiya
et al., 1997) y todas ellas procesaron a la PRL predominantemente en fragmentos de
17 y 16 kDa (Fig. 18) en forma similar a los medios condicionados y homogeneizados
de condrocitos. Con la diferencia de que tanto los homogeneizados y en menor
proporcioén, los medios condicionados de condrocitos, generan ademas un fragmento
de PRL de 14kDa. LLas MMPs-8 y 13 parecen ser las mas potentes, ya que su accion
proteolitica fue claramente mayor y se observo con concentraciones 4 a 20 veces

menores a las utilizadas para las otras MMPs.

Para identificar si los fragmentos generados por las MMPs corresponden al
extremo amino-terminal o carboxilo-terminal de la PRL, se utiliz6 el anticuerpo
monoclonal dirigido contra el extremo carboxilo-terminal de la PRL humana
(denominado INN-368) (Fig. 18B), que no reconoce al fragmento amino-terminal de

16 kDa.
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Fig.18 Protedlisis de PRL humana por distintas MMPs. L.a PRL. humana se incubd
con MMP-1 (20ng), MMP-2 (100 ng), MMP-3 (100ng), MMP-8 (25ng), MMP-9 (100ng) y
MMP-13 (5ng), ademas de homogeneizado (H) y medio condicionado (MC) de
condrocitos, durante 24hrs. Los fragmentos derivados de la protedlisis fueron analizados
mediante Western blot utilizando un anticuerpo policlonal anti PRL humana (A) o un

anticuerpo monoclonal que sélo reconoce el extremo carboxilo-terminal de la PRL
humana (B).

Aunque todas las MMPs cortan a la PRL, los fragmentos generados presentan
diferencias. La MMP-8 procesa a la PRL tanto en un fragmento de 17 kDa como en
uno de 16 kDa y los dos son amino-terminales ya que fueron identificados por el
anticuerpo policlonal anti-PRL (Fig. 18A), pero no por el anticuerpo monoclonal
dirigido contra la regién carboxilo-terminal (Fig. 18B). Mas importantemente, la
secuenciacion de estos fragmentos mostré su naturaleza amino-terminal.
Consistentemente, la secuenciacion de la PRL “cortada” (PRL de 25 kDa en
condiciones no reductoras), revel6 que la MMP-8 corta a la PRL entre los
aminoacidos 156-157, aminoacidos vecinos al sitio de corte (155-156) generado por
los condrocitos, y que corresponde al fragmento amino-terminal de 17 kDa descrito

(Tabla 2).

La MMP-3 procesa a la PRL a un fragmento de 17 kDa que es amino-
terminal de acuerdo con su inmunorreactividad (Fig. 18), su propia secuencia y el
sitio de corte (aa 156-157) de la PRL “cortada” (Tabla 2). En la PRL "cortada"
también se detectaron otros cortes enzimaticos que se definen como productos

amino-terminales de 11 y 4 kDa y un producto carboxilo-terminal de 7 kDa. La



contribucién de este ultimo es aparente por su immunorreactividad con el anticuerpo
monoclonal, si bien los otros productos no se detectan en condiciones reductoras
por lo que su contribucién no parece ser significativa. El procesamiento por las
MMP-9 y 13 es similar (Fig.18). Sin embargo, no fue posible determinar la secuencia
de corte generado por la MMP-9, ya que la protedlisis es limitada. La MMP-13 genera
un fragmento amino-terminal de 17 kDa tanto por inmunorreactividad como por la
determinacién de su propia secuencia bajo condiciones reductoras, como la de la
PRL "cortada" (sitio de corte entre aa 156 y 157), determinada bajo condiciones no
reductoras (Tabla 2). Ademas, bajo condiciones reductoras la MMP-9 y la 13
producen fragmentos de 16kDa que por su inmunorreactividad podrian representar
tanto el extremo amino como el carboxilo de la PRL. No hay evidencia de que la
PRL-16K carboxilo-terminal se genere a partir de una PRL “cortada” ya que no se
detectaron secuencias de PRL “cortada” con el sitio esperado para su generacion. Sin
embargo la secuenciaciéon de la PRL “cortada” con la MMP-13 también definié un
sitio de corte entre los aminoacidos 111-112, capaz de generar fragmentos amino-

terminales de 11 kDa que no fueron detectados por Western blot.

Finalmente, las MMP-1 y 2 generan un fragmento amino-terminal de 17 kDa,
de acuerdo con su inmunorreactividad. El sitio de corte en la PRL generado por la
MMP-2 no pudo ser secuenciado, ya que al igual que en el caso de la MMP-9, la
protedlisis de la PRL es muy limitada. El sitio de corte en la PRL “cortada” generado
por la MMP-1 corresponde al sitio 156-157 (Fig. 18 y Tabla 2). Ademas, ambas
enzimas cortan a la PRL en un fragmento carboxilo-terminal de 16 kDa a juzgar por
su inmunorreactividad y en el caso de la MMP-1 también por su secuencia. Como en
la MMP-13, 1a secuenciaciéon de la PRL “cortada” generada por la MMP-1 defini6 un
sitio de corte (aa 111-112) capaz de generar fragmentos amino-terminales y

carboxilo-terminales de 11 kDa que no fueron detectados por Western blot.

En conclusion todas las MMPs generan una PRL amino-terminal de 17 kDa y
un fragmento de 16 kDa que puede incluir también al extremo carboxilo-terminal. El
sitio de corte para la PRLL-17K generada por todas las MMPs utilizadas presenta un

aminoacido de diferencia con respecto al generado por los condrocitos (156-157 vs



155-156, respectivamente). Esta diferencia podria implicar que la enzima(s)
responsable de generar a la PRL en el cartilago es distinta. Sin embargo, todas estas
enzimas estan presentes en el cartilago y esta diferencia podria deberse a las
condiciones propias del experimento que utiliza enzimas puras, aisladas de sus
cofactores y de otras enzimas y componentes presentes en las células y en su medio

de cultivo.

Por otra parte, se sabe que los extremos amino-terminales de 11, 14, 15, 16,
17 kDa de la PRL poseen efectos antiangiogénicos (Ferrara et al., 1991, Clapp et al.,
1993, Piwnica et al., 2004), de manera que una diferencia de un aminoacido podria no

tener impacto funcional sobre la generacién de la forma bioactiva.

Tabla 2. Secuencias de corte de la PRL humana por las MMPs.

MMP| Secuencia N-terminal de los | Secuencias en la | Fragmentos| PM esperado
fragmentos de 16y 17 kDa | prolactina cortadd esperados |en kDa

1 C-terminal 54-NSCH 1-LPICP 1-53 6N
N-terminal 1-LPICP 112-L.SKAV 1-111 11N
157-MADE 1-156 17N
54-156 11C
54-199 16 C
2 No se detectd 1-LPICP

No se detectd

3 N-terminal 1-LPICP 1-LPICP 1-36 4N
C-terminal 37-FSEF 112-L.SKAV 1-111 11N

37-FSEF 37-111 7C
157-MADE 1-156 17N

8 N-terminal 1-LPICP 1-1L.PICP 1-156 17N
157-MADE 1-157 17N
158-ADEE

9 No se detectd 1-LPICP

No se detectd
13 N-terminal 1-LPICP 112-L.SKAV 1-111 11N
157-MADE 1-156 17 N




Con el fin de corroborar su actividad bioldgica, procedimos a investigar si los
productos de la protedlisis de la PRL por la acciéon de enzimas presentes en
condrocitos, tienen efectos antiangiogénicos. Para esto, la PRL se incubé con
homogeneizados de condrocitos durante 24 hrs. La mezcla de reacciéon conteniendo
a la PRL “cortada” y a los fragmentos de PRL se redujo y se carbamidometil6 para
bloquear los grupos sulfidrilos, y evitar la formacién de agregados por puentes
disulfuro. Hste procedimiento no interfiere con la bioactividad de la PRL-16K
(Ferrara et al., 1991). Como control, se incubaron los condrocitos sin PRL durante 24
hrs y se afiadi6 la PRL justo antes de la reduccién y carbamidometilacion para evitar
la protedlisis de la hormona por los condrocitos. De esta manera, el control incluy6 a
la PRL integra y a todos los componentes de la reacciéon pero no a los productos de
la protedlisis hormonal (Fig. 19 carril 2). Las preparaciones resultantes se muestran
en SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras tefiidas con azul de coomassie (Fig.
19). Observamos que los fragmentos de PRL generados por los condrocitos
inhibieron la proliferacién de las células endoteliales estimulada por el factor de
crecimiento bFGF, mientras que el control que contenfa solo PRL-23K pero ningin

fragmento, no tuvo efecto sobre la proliferaciéon endotelial (Fig. 20).

Estos hallazgos muestran que los fragmentos amino-terminales de la PRL
generados por los condrocitos inhiben la angiogénesis. Es posible que este efecto se
deba fundamentalmente a la PRL-17K que es el fragmento mas abundante, apoyando
su efecto antiangiogénico. Esta proteina es de 7 a 34 aminoacidos mayor que PRLs-
16K biolégicamente activas previamente descritas (Ferrara et al., 1991, Clapp et al,,
1993, Struman et al., 1999), por lo que no es inesperado que posea esta accion. Lo
realmente novedoso es que este fragmento se pueda generar como resultado de la
accion de varias MMPs sobre un sitio de corte altamente conservado en la PRL y que
dicho procesamiento pueda tener lugar bajo condiciones fisiologicas (pH 7). Esto es
particularmente importante en el cartilago, donde estan presentes todas esas enzimas
y proponemos que la generaciéon de la PRL-17K antiangiogénica tendria una

participacion importante en el mantenimiento de la avascularidad de este tejido.



1 2 Fig. 19 Analisis por SDS-PAGE en condiciones
no reductoras de los fragmentos de PRL
generados mediante la incubacién de PRL
humana con homogeneizados de condrocitos,
16kDa— reduccién y carbamidometilacion (carril 1). En el
carril 2 se muestra el resultado de incubar
SkDa— condrocitos en ausencia de PRL y de agregar a
la hormona inmediatamente antes de la
reduccién y carbamidometilacion. Visualizacion
por medio de la tincién con azul de coomassie.
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Fig.20 Los productos de la proteoélisis de PRL inhiben la proliferacion de
las células endoteliales. Efecto de los fragmentos de PRL (100 nM)
generados mediante la incubacién con condrocitos (16K+C) o de la PRL
23K+condrocitos sin incubar (23K+C), sobre la proliferaciéon de células
endoteliales de vena umbilical bovina, estimuladas con 5 ng/ml de bFGF,
medida a través de la incorporacién de timidina tritiada. Las preparaciones

analizadas corresponden a las muestras procesadas en los carriles 1 y 2 del
SDS-PAGE de la Fig. 19.¥P<0.05 vs bFGF solo.

Estos resultados abren wvarias posibilidades de analisis que deben ser
investigadas. Por ejemplo, sesta presente la PRLL-16K en las articulaciones normales y
su producciéon se altera bajo condiciones patologicas?, ¢cual es la o las MMPs

responsables de generar a la PRL-17K en condiciones fisiologicas y si su actividad



disminuye o aumenta en padecimientos como la artritis reumatoide?, ¢cual serfa el

origen de la PRL presente en la articulacion?, etc.

Si bien es muy poco lo que se sabe en torno a estas preguntas, nuestro trabajo
reciente muestra que los condrocitos normales expresan el RNAm para la PRL y que
la PRL puede ser detectada en los condrocitos por inmunofluorescencia. Mas aun,
homogeneizados de condrocitos analizados mediante Western blot muestran la
presencia de PRL y de PRL-16K amino-terminal (Guzman, Macotela y Clapp,
resultados no publicados). Por otra parte, se ha documentado la presencia de PRL en
el liquido sinovial de pacientes con artritis (Hedman et al.,, 1992) y osteoartrosis
(Ogueta et al., 2002). Esta PRL podria provenir del suero, ya que existe una
correlacion entre estos padecimientos y niveles altos de prolactina en la circulacién
(Mateo et al., 1998, Seriolo et al., 2002). Asimismo, la PRL podria producirse en la
propia articulacién artritica. Se ha reportado que los fibroblastos sinoviales y los

linfocitos infiltrados en la articulacién expresan PRL (Nagafuchi et al., 1999).

En cuanto a la generaciéon de la PRL-17K detectada en los condrocitos,
nuestros resultados sugieren que la enzima(s) que la producen son MMPs.
Desconocemos cual de las MMPs presentes en el cartilago podria ser la proteasa
responsable. Cabe sefialar que la MMP-8 sobresale como candidato posible, basado
en funcién de su potencia y capacidad de generar a la PRL-17K. Interesantemente la
MMP-8 participa en el desarrollo del cartilago y del hueso (Sasano et al., 2002), pero
también se ha asociado su sobre expresion en la articulacién con la patogénesis de la
artritis reumatoide y la osteoartrésis (Hanemaaijer et al., 1997, Chubinskaya et al.,

1996).

Dado que muchas de las MMPs se expresan normalmente en condrocitos y
que funcionan regulando el desarrollo del cartilago y del hueso ademas de modular el
recambio de la matriz extracelular del cartilago, proponemos que en condiciones
normales las MMPs podrian estar generando a la PRL-16K que actuaria manteniendo

la avascularidad del cartilago. Sin embargo, en condiciones patologicas, existe una



produccion excesiva de MMPs (Chubinskaya et al., 1999, Vicenti y Brinckerhoff
2002), lo que conlleva a la sobredegradacion de las proteinas de matriz que son
indispensables para una adecuada funcioén articular. Es posible especular que esta alta
producciéon de MMPs podria resultar en una actividad proteolitica excesiva sobre la

PRL, lo que resultaria en su degradacion inespecifica y no en la generaciéon de PRL-

16K.

En apoyo a posibles funciones de la PRL y de la PRL-16K en la articulacion,
hemos detectado el RNA mensajero para el receptor de PRL en cultivos primarios de
condrocitos, y obtenido evidencias de que tanto la PRL como la PRL-16K inhiben la
apoptosis de los condrocitos inducida por la deprivacién de suero (Macotela et al.,,
Endo Meeting 2004). Estos hallazgos son consistentes con un efecto protector y
mantenedor de la funcién del cartilago, a través no solo de impedir la
neovascularizacioén sino también de mantener la supervivencia de los condrocitos. El
control de ambos procesos es crucial y su influencia sobre el cartilago se puede
entender cuando se ilustra el proceso de osificacion en el desarrollo del hueso. Para
que se dé la osificaciéon del cartilago, éste tiene que ser invadido por vasos
sanguineos, lo que resulta en la degradacion de la matriz extracelular y la apoptosis de

los condrocitos, y permite el reemplazo del cartilago por matriz 6sea y osteoblastos.

Ademas, la angiogénesis del cartilago y la apoptosis de los condrocitos
determinan la artritis reumatoide y la artrosis, respectivamente. La artritis reumatoide
se caracteriza por una inflamacién crénica en la que los nuevos vasos sanguineos
favorecen la destrucciéon de la articulacién, a través de permitir la formaciéon del
panus, el cual se origina por un influjo excesivo de leucocitos y por la
hiperproliferacion de células sinoviales. Ambos tipos celulares producen citocinas
proinflamatorias y enzimas proteoliticas que dafian a la articulaciéon. Ademas, los
nuevos capilares formados son altamente permeables y causan edema, infiltraciéon de
liquido y dolor. A este respecto, ya se ha propuesto la posible participacién de la PRL
en la fisiopatologia de la artritis reumatoide. Se ha observado que la PRL puede

favorecer la formaciéon del panus, ya que altas concentraciones de la hormona



inducen la proliferaciéon de células sinoviales de pacientes con artritis reumatoide
(Nagafuchi et al., 1999). Ademas, esta hormona actia sobre tipos celulares de la
articulacion artritica estimulando la producciéon de citocinas (intetleucina-6 e
interleucina-8) y de la MMP-3, e inhibe la producciéon del inhibidor de
metaloproteinasas tipo-1 (TIMP-1) (Nagafuchi et al., 1999), lo que favoreceria la

patogenia de la artritis.

Por otra parte, en la osteoartrdsis, el cartilago se destruye mediante la
apoptosis de los condrocitos y puede desaparecer completamente ocasionando la
friccién de los huesos, dolor y discapacidad. Tanto en la artritis reumatoide como en
la osteoartrosis, las acciones de las PRLs sobre NO tendrian relevancia ya que la
PRL-16K podria estimular la formacion de NO por los fibroblastos sinoviales que
han invadido la articulacién y de esta manera ejercer efectos proinflamatorios que
contribuyan a las reacciones inflamatorias y citotoxicas en la articulacién. En la
osteoartrésis por ejemplo, el NO liberado por los fibroblastos podtia contribuir con
el dafio articular, ya que se sabe que el NO induce la apoptosis de los condrocitos,

aunque el mecanismo aun no es del todo claro (Del Catlo y Loeser 2002).

Otro hallazgo que apoya el que las acciones de las PRLs estaran determinadas
por el tipo celular y el microambiente, es el hecho de que contrariamente al efecto
que ejerce sobre los fibroblastos, en los condrocitos normales encontramos que la
PRL 16K no es capaz de estimular la producciéon de NO, mientras que las citocinas
proinflamatorias si lo hacen. De manera que en los condrocitos, los efectos de las
PRLs tendrian relevancia en cuanto a la regulacién de la angiogénesis del cartilago y

la supervivencia de los condrocitos.

En conclusién, los hallazgos de este trabajo de tesis apoyan la posible
participacion de las PRLs en procesos de angiogénesis e inflamacion y sefalan la
importancia del microambiente celular para definir el tipo y direcciéon de los efectos.
Nuestro trabajo nos permite proponer que bajo condiciones de inflamacion, las

citocinas proinflamatorias y la PRL-16K estimularian la expresion de iNOS vy la



producciéon de NO promoviendo las reacciones inflamatorias. Eventualmente, por
accion de las citocinas proinflamatorias se inducirfan la expresion de los receptores de
PRL, lo que eventualmente favoreceria la inhibicién de la expresion de iNOS vy el
consecuente retorno del NO a sus niveles basales. Adicionalmente, es posible
considerar que en ciertas localidades avasculares como en el cartilago el efecto
proinflamatorio de la PRL-16K no sea relevante o no ocurra. Por ejemplo,
proponemos que en el cartilago la PRL-16K se genera normalmente bajo condiciones
fisiologicas a consecuencia de produccion basal de MMPs, pero que en condiciones
de inflamacién (por ejemplo, en la artritis reumatoide) o durante la degeneracion del
cartilago, en la osteoartrésis, la produccion excesiva de MMPs, resultara en la
degradacién de la PRL y de la PRL-16K, lo que evitaria sus efectos antiangiogénicos
y antiapoptoéticos y favoreceria el proceso patolégico de destruccion del cartilago.
Adicionalmente, en apoyo a que el tipo celular es determinante para el efecto de las
prolactinas esta el hecho de que mientras que en los fibroblastos la PRL 16K estimula
la expresion de iNOS vy la producciéon de NO, en los condrocitos no observamos
ningin efecto del fragmento de PRL sobre la producciéon de NO. Asimismo,
mientras que en el endotelio la PRL-16K es proapoptotica, en los condrocitos hemos
encontrado que tanto la PRL-16K como la PRL actdan protegiendo a los condrocitos

de la apoptosis.
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Abstract

The amino-terminal 16 kDa fragment of prolactin (16K
PRL) promotes the expression of the inducible isoform of
nitric oxide synthase (iNOS) accompanied by the produc-
tion of nitric oxide (NO) by rat pulmonary fibroblasts. The
present study was designed to elucidate whether the
mechanism by which 16K PRL promotes iNOS expres-
sion involves the activation of nuclear factor-kappa B
(NF-kB), a key transcription factor for iNOS induction.
16K PRL stimulated DNA-binding activity of NF-kB in
pulmonary fibroblasts as demonstrated by gel shift assays.
Likewise, fluorescence immunocytochemistry showed that

16K PRL promotes nuclear translocation of the p65
subunit of NF-xB. Finally, treatment with 16K PRL
induced the degradation of the NF-xB inhibitor kB-beta
(IkB-B), and such degradation was prevented by blocking
IkB- phosphorylation. Altogether, these results show that
16K PRL activates NF-kB nuclear translocation via the
phosphorylation and degradation of IkB-f3. These findings
are consistent with NF-xB being part of the signal
transduction pathway activated by 16K PRL to induce
INOS expression.

Journal of Endocrinology (2002) 175, R13-R18

Introduction

Nitric oxide (NO) is a gaseous biological mediator with
effects on smooth muscle relaxation, neurotransmission,
host defense, immunity and inflammation. NO produced
by inducible nitric oxide synthase (iINOS) plays critical
roles in modulating inflammation and responses to
infectious and degenerative diseases. iNOS expression is
induced by a variety of immunologic and inflammatory
stimuli, including pro-inflammatory cytokines (e.g.,
interleukin-1p [[L-1], tumor necrosis factor-a [TNF- a],
interferon-y [IFN- v]) and lipopolysaccharides (LPS). The
expression of iINOS appears to be species and cell-type
specific and involves a complex interplay of various
transcriptional factors, including NF-xB (Xie et al. 1994).
Inactive NF-xB is normally bound to a family of cytoplas-
mic proteins called inhibitors of kappa B (IkB), which
mask the NF-kB nuclear localization signal and prevent its
translocation from the cytoplasm to the nucleus. Cytokine-
mediated NF-xB activation requires the phosphorylation
and degradation of the IkB proteins, followed by NF-xB
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nuclear translocation. Once in the nucleus, NF-kB binds
to specific DNA sequences on the iNOS gene and
activates iNOS transcription (Karin & Ben-Neriah 2000,
Xie et al. 1994).

Recently, a specific fragment of the hormone prolactin
(PRL) was found to induce iNOS expression (Corbacho
et al. 2000). PRL is a pleiotropic protein that acts as both
a circulating hormone and cytokine on physiological
processes that range from reproduction and osmoregula-
tion to immunomodulation (Bole-Feysot ef al. 1998). PRL
can be proteolytically cleaved to form a 16 kDa
N-terminal fragment (16K PRL). This proteolytic cleav-
age adds diversity to the already varied functions of PRL,
since 16K PRL has unique effects not shared with the
parent molecule. 16K PRL, but not PRL, acts as a potent
inhibitor of angiogenesis in vivo (Clapp et al. 1993, Duenas
et al. 1999) and in vitro, inhibiting endothelial cell prolifer-
ation (Clapp ef al. 1993) and stimulating type 1 plasmino-
gen activator inhibitor expression (Lee ef al. 1998) and
endothelial cell apoptosis (Martini ef al. 2000). In addition,
16K PRL, but not PRL, promotes the expression of iNOS
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and NO production by pulmonary fibroblasts, acting as a
pro-inflammatory cytokine. Finally, the unique effects of
16K PRL appear to occur through a receptor distinct from
known PRL receptors, as specific, high affinity, saturable
binding sites for 16K PRL are found in endothelial cells
and fibroblasts (Clapp et al. 1992, Corbacho et al. 2000).
However, the molecular identity of 16K PRL receptors
and their associated signaling pathways remain to be
elucidated. Here, we demonstrate that 16K PRL activates
the NF-xB signaling pathway in pulmonary fibroblasts.
This finding is consistent with our previous observations
demonstrating that 16K PRL stimulates the expression of
iNOS in the same cell type.

Materials and Methods

Materials

Reagents were obtained from the following sources:

recombinant murine TNF-0 from R&D Systems
(Minneapolis, MN); Inhibitor of the IxB kinases
(BAY 11-7085 (E)3-[(4-t-Butylphenyl) sulfonyl]-2-
propenenitrile)  from  Calbiochem (Merck KGaA,

Darmstadt, Germany); anti-p65, anti-IkBo. and anti-IkBf
polyclonal antibodies from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA); goat anti-rabbit antibodies conjugated
to fluorescein isothiocyanate (FITC) and to horse-
radish peroxidase (HP) from Jackson Immunoresearch
Laboratories (West Grove, PA); and polymyxin B from
Sigma (St Louis, MO). 16K PRL was generated after
the enzymatic proteolysis of PRL with a particulate
fraction from rat mammary glands, gel filtration, and
carbamidomethylation, as described (Clapp 1987).

Cell culture

Rat lung fibroblasts were isolated from Sprague-Dawley
rat fetuses of 19-20 days of gestational age (Cannigia ef al.
1991). Cells were cultured on Ham's F12 medium with
10% heat-inactivated fetal bovine serum. Cells grown to
confluence were incubated with Ham’'s F12 medium-
0-5% FBS and treated with 16K PRL (160-1600 ng/ml)
in the presence or absence of polymyxin B (10 pg/ml).
TNF-o (50 ng/ml) was used as a positive control of
NF-kB activation.

Preparation of nuclear extracts and electrophoretic mobility shift
assays (EMSAs)

Cells were centrifuged at 800 g for 5 min, pellets were
frozen, resuspended in hypotonic buffer (Hepes 10 mM,
pH 7-9; KCIl 10 mM; MgCl, 1-5 mM; DTT 1 mM) and
centrifuged after a 5 min incubation. The nuclear pellets
were resuspended in extraction buffer (Hepes 20 mM, pH
7-9; NaCl 400 mM; MgCl, 1-5mM; PMSF 0-5 mM,;

Journal of Endocrinology (2002) 175, R13-R18

glycerol 25%, DTT 1 mM), incubated 30 min at 4 °C
with gentle mixing, centrifuged at 1500 g and the super-
natants diluted with an equal volume of nuclear extraction
buffer (Hepes 20 mM, pH 7-9; KCl 50 mM; EDTA
0-2mM; PMSF 0-5 mM; DTT 1 mM). EMSA was per-
formed as described previously (Reyes et al. 2001). Briefly,
10 pg of nuclear protein extract was incubated with 1 pg
of poly dI-dC and 5000-10 000 c.p.m. of a **P-labeled
oligonucleotide probe (AGTTGAGGGGACTTTCCCA
GG; the NF-xB consensus sequence appears underlined;
Santa Cruz Biotechnology). After a 20 min incubation at
RT, unbound and complexed probe were separated using
a native 4% polyacrylamide gel.

Immunofluorescence

Pulmonary fibroblasts grown on glass cover slips (10° cells
per well in 15 mm well plates) were incubated in the
absence (control) or presence of TNF-a (50 ng/ml) for
20 min, or of 16K PRL (160 ng/ml) for 2 h, the latter in
the absence or presence of polymyxin B (10 pg/ml). After
treatment, cells were fixed in 4% paraformaldehyde,
washed and incubated with 10% normal goat serum in
0-6% Triton-PBS for 2h, followed by an overnight
incubation at RT with 2 pg/ml of anti-p65 NF-xB
subunit antibodies. Preparations were then incubated with
a 1:100 dilution of goat anti-rabbit antibodies conjugated
to FITC for 1 hr at RT. Omission of primary antibodies or
substitution with rabbit pre-immune antibodies confirmed
the specificity of the reaction.

Western blot

Fibroblasts were homogenized in lysis bufter (0-01 M
Tris—HCI, 0-14 M NaCl, 1% Triton X-100, pH 8, with
aprotinin at 0-2 U/ml and 1 mM PMSF). Homogenates
corrected for their protein concentration were subjected
to reducing SDS-PAGE (12%) and the proteins were
electroblotted onto nitrocellulose and detected by using
enhanced chemiluminiscence (Pierce, Rockford IL) with
1 pg/ml of anti-IkB-a or anti-IkB-f polyclonal anti-
bodies, followed by a 1:15 000 dilution of anti-HP conju-
gates. Optical density values were determined using
the 1D image analysis software v3-5 (Eastman Kodak
company, Rochester NY).

Data analysis

All results were replicated in three or more independent
experiments. Values were compared with a one way
analysis of variance, followed by a Duncan range test.

Results

16K PRL stimulates DNA binding activity of NF-xB

The DNA binding activity of NF-xB in pulmonary
fibroblasts was investigated after treatment with 160K PRL

www.endocrinology.org
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Figure 1 Gel shift assay (EMSA) showing that 16K PRL stimulates
DNA binding activity of nuclear factor kappa B (NF-kB) in primary
fetal lung fibroblasts. Cells were incubated in the absence (C) or
presence of TNF-a (50 ng/ml) or 16K PRL (160 ng/ml) with or
without polymyxin B (PMB) (10 pg/ml), for the indicated times
before preparation of nuclear extracts for gel retardation analysis
with #?P-labeled consensus DNA sequence oligonucleotide for
NF-kB. Specificity of the reaction was assessed using a 100-fold
excess of unlabeled NF-xB oligonucleotide as competitor (not
shown). Specific complex is indicated (arrow).

and compared with that resulting from incubation with
TNF-a, a known activator of NF-xkB (Baud & Karin
2001) (Fig.1). Nuclear extracts prepared from replicate
cultures of pulmonary fibroblasts treated for various times
with either peptide were assayed for NF-kB binding in an
EMSA of DNA binding factors using a radiolabeled
consensus sequence KB probe containing the core kB site.
Both TNF-a and 16K PRL induced the formation of a
similar nuclear complex, albeit with different kinetics.
With TNF-a the complex was formed rapidly ( <20 min)
and declined after 60 min of treatment (Fig. 1). In contrast,
with 16K PRL the complex was initially detected at
60 min, was stronger at 120 min, and declined by the
180 min time point (Fig. 1). Specificity of the DNA-
protein interaction for NF-xB was demonstrated by
competition with a 100-fold excess of unlabeled oligonu-
cleotide (not shown). Because LPS is a known stimulator
of NF-kB activation (Xie et al. 1994), we ascertained the
effect of 16K PRL in the presence of polymyxin B (PMB),
an inhibitor of endotoxin activity. PMB did not interfere

with the formation of the nuclear complex elicited by 16K
PRL (Fig. 1), suggesting that 16K PRL alone is an
effective activator of NF-kB.

16K PRL induces the nuclear translocation of NF-kB

The cellular distribution of NF-xB was studied in pul-
monary fibroblasts using fluorescence immunocyto-
chemistry and polyclonal antibodies against the p65
subunit of NF-xB (Fig. 2). In the absence of treatment,
p65 immunoreactivity was homogencously distributed
throughout the cytoplasm and nuclei of cells. Treatment
with 16K PRL induced the specific localization of p65
immunostaining in the cell nucleus and this redistribution
was similar to that induced by TNFa (Fig. 2).

16K PRL induces Ik B-f degradation

The IkB family consists of three members, IKB-a, IkB-3,
and IxkB-¢ (Karin & Ben-Neriah 2000) which can respond
differentially to NF-xB-inducing signals and inhibit
NF-xB with different efficiencies (Simeonidis et al. 1999).
We have measured the intracellular degradation kinetics of
IxB isoforms o and B in pulmonary fibroblasts treated with
TNF-a or 16K PRL for the indicated time periods (Fig.
3). The degradation of the individual IkB proteins was
followed in cellular lysates by Western blots with isoform-
specific antibodies. 16K PRL did not alter IxB-a levels at
the times analyzed. However, 16K PRL induced a gradual
degradation of IkB-f that was maximal by the 120 min
time point (Fig. 3A). This kinetics of IkB- degradation
was similar to that after TNF-a treatment (Fig. 3B).
Nevertheless, in contrast to 16K PRL, TNF-a also
induced a rapid (< 10 min) and transient degradation of
IkB-a, with the protein beginning to be recovered by the
60 min time point.

16K PRL induces degradation of Iic B-f§ through the
activation of Ik B kinases

Degradation of IkB proteins requires their phosphorylation
at Ser residues by IkB kinases (IKK). Phosphorylated IxBs

Control

TNF-o

16K PRL

Figure 2 16K PRL induces nuclear translocation of NF-kB in fibroblasts. Immunofluorescence
detection of NF-xB (p65) in fibroblasts cultured in the absence (control) or presence of TNF-a
(50 ng/ml) for 20 min or of 16K PRL (160 ng/ml) for 2 hrs.
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Figure 3 16K PRL induces IkB-B degradation in fibroblasts. Cells
were treated with or without 16K PRL (160 ng/ml) (A) or TNF-a
(50 ng/ml) (B) for the times indicated and cellular lysates subjected
to Western blot. Degradation of the 1kB isoforms was visualized
with anti-lkB-a (O) or anti-IkB-} (@) antibodies. Membranes were
re-blotted with anti-actin antibodies. 1«B values were quantitated
densitometrically, normalized with respect to the actin signal and
plotted as percent of value at O min. Values are mean =+ S.EM.
*P<0-05 vs. 0 min.

are polyubiquitinated and subsequently degraded by the
proteasome (Karin & Ben-Neriah 2000). An inhibitor of
IKKs (BAY 117085) that blocks IkB phosphorylation
(Pierce ef al. 1997) prevented the degradation of IkB-f
induced by 16K PRL (Fig. 4). Likewise, BAY 117085
interfered with the degradation of both IkB-a and IxB-3
induced by TNF-a (Fig. 4).
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Figure 4 Inhibitor of IxB kinases (BAY 11-7085) blocks 16K
PRL-induced degradation of 1kB-f. (A) Western blot analysis of
untreated cells (C) or of cells treated with TNF-a. (50 ng/ml) for
20 min or 16K PRL (160 ng/ml) for 2 h with or without a 30 min
pre-treatment with T mM of BAY11-7085. Degradation of the 1kB
isoforms was visualized with anti-lkB-o and anti-lkB-B antibodies.
(B) Density of IkB bands was plotted as percent of untreated
control. Values are mean £ sEM. *P<0:05 vs untreated control.

Discussion

The N-terminal 16 kDa fragment of PRL may function as
a new regulatory cytokine. It inhibits angiogenesis via
direct effects on endothelial cells (Corbacho et al. 2002),
and has pro-inflammatory actions via the stimulation of
iNOS expression and NO production in pulmonary fibro-
blasts (Corbacho et al. 2000). Although these effects are
clear, the molecular identity of the 16K PRL receptor is
unknown, and its associated signaling pathways remain to
be elucidated.

The current study shows that 16K PRL is able to
stimulate the signaling cascade leading to NF-xB acti-
vation in pulmonary fibroblasts. This conclusion is based
on the use of four independent methods. First, EMSA
analysis detected NF-xB binding activity in nuclear
extracts from cells treated with 16K PRL. Second, fluor-
escence immunocytochemistry demonstrated the accumu-
lation of NF-xB-like immunoreactivity in the nuclei of
16K PRL treated cells. Third, 16K PRL induced the
degradation of the IKB-3 protein, a degradation known to
be required for NF-kB activation. Finally, treatment with
an inhibitor of IkB phosphorylation prevented the degra-
dation of IkB induced by 16K PRL. Therefore, these
observations indicate that 16K PRL can stimulate the
nuclear translocation of NF-xB and promote its DNA-
binding activity via the phosphorylation and subsequent
degradation of IkB-f3.

Along with 16K PRL treatment, parallel studies were
carried out with TNFa as a control for NF-xB activation.
The results from these comparative studies indicated that
the timescale of nuclear translocation and the IkB isoforms
recruited during NF-kB activation differed between the
two peptides. 16K PRL-dependent NF-kB activation was
detected by 60 min and reached a maximal level by

www.endocrinology.org
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120 min. This behavior resembles the activation of NF-kB
in response to growth factors, such as platelet derived
growth factor (PDGF). In fibroblasts treated with PDGF,
NF-xB translocation is detected 60 min after stimulation
and reaches a maximal level by 180 min (Romanshkova &
Madarov 1999). In contrast, TNF-0. dependent NF-kB
activation was fast and reached a maximal level by 20 min
consistent with previous reports for TNF-o (Ozes et al.
1999). In addition, 16K PRIL—dependent NF-xB acti-
vation was linked to degradation of the IkB-f isoform,
while for TNF-a both IkB-a and IkB-f§ were degraded.
Interestingly, degradation only of the IkB-f isoform has
been reported in persistent or bipasic NF-kB activation
(Thompson et al. 1995). The functional implications of
these differences are unknown. However, it has been
suggested that variations in the kinetics of NF-xB acti-
vation and IkB degradation vary among cytokines and cell
types and may have an impact on NF-kB regulated genes
at later times (Johnson ef al. 1996). Altogether, it appears
that the 16K PRL-dependent NF-kB activation resembles
a more persistent effect of growth and surviving fac-
tors such as PDGF rather than the transient effect of
proinflammatory cytokines such as TNF-a.

The activation of NF-xB by 16K PRL may relate to its
pro-inflammatory effects. NF-kB orchestrates the acti-
vation of numerous genes involved in the control of a
variety of inflammatory responses. These include those
genes encoding cytokines, chemokines, growth factors,
immunoreceptors, cell adhesion molecules, and regulators
of apoptosis and inflammation (Pahl 1999). One such
target gene is the iINOS gene. Activation of NF-xB is
required for cytokine induction of the iNOS gene (Xie
et al. 1994) and the iNOS promoter contains NF-kB
binding sites that are functionally important for the tran-
scriptional activation of iNOS (Taylor et al. 1998).
Moreover, various second messenger pathways that lead to
iNOS expression converge in the activation of NF-kB
(Taylor et al. 1998). Therefore, the mechanism by which
16K PRL promotes iNOS expression in pulmonary fibro-
blasts is likely to involve NF-kB activation. Nevertheless,
expression of other genes may also result from NF-xkB
activation by 16K PRL. In this regard the noted simi-
larities between 16K PRL and PDGF kinetics of NF-kB
activation allow us to speculate on survival-related genes as
putative candidates. In addition, these similarities may
suggest that 16K PRL-dependent NF-xB activation can
act to sustain the inflammatory response initiated by
stimuli such as TNF-a and IL-1f.

Further work is needed to completely elucidate the
signal transduction pathway that leads to the activation of
NF-xB by 16K PRL. The signaling pathway activated
by TNF-a and IL-1B for NF-xB activation has been
described. It involves two adaptor proteins, TNF-o
receptor-associated factor 2 (TRAF-2) and factor 6
(TRAF-6), that function for TNF-0 and IL-1f signaling,
respectively. Both TRAF-2 and TRAF-6 can lead to the

www.endocrinology.org

activation of NF-kB-inducing kinase (NIK), a serine/
threonine protein kinase that can form a complex with and
activates the IkB kinase signalosome complex (Karin &
Ben-Neriah 2000). The activated IkB kinase signalosome
complex phosphorylates IxB, directing it for proteasome-
mediated degradation and allowing NF-xB to translocate
to the nucleus and activate gene expression.

Other second messenger pathways can converge in the
activation of NF-kB to induce iNOS expression. For
example, protein kinase C-stimulating agents or cyclic
AMP (cAMP) elevating agents can activate NF-xB and
are efficient inducers of iNOS expression (Kleinert et al.
1996). However, while NF-kB appears to be a key control
element for the induction of iNOS in response to these
second messenger systems (Kleinert et al. 1996), cAMP
can also upregulate iNOS directly via cAMP regulatory
elements within the iNOS promoter (Eberhardt et al.
1996). Recent data suggest that activation of cAMP
dependent signaling can contribute to upregulation of
iNOS by 16K PRL. Accordingly, treatment of pulmonary
fibroblasts with H89, a specific inhibitor of protein kinase
A (PKA), reduced the stimulatory effect of 16K PRL
on NO production (Macotela and Clapp, unpublished
observation).

In summary, 16K PRL activates NF-kB in primary
pulmonary fibroblasts. This effect may lead to upregula-
tion of the iNOS gene but also of other NF-kB target
genes. Because pulmonary fibroblasts produce PRL and
can locally process PRL into 16K PRL (Corbacho et al.
2000), these actions of 16K PRL may involve autocrine
mechanisms. This study helps support the proposed role
of 16K PRL as a putative cytokine involved in inflam-
matory and host defense processes and warrants further
investigation.
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Abstract Prolactin (PRL) has been implicated as a modulator
of immune function, and some of its actions may be linked to
NO synthesis. Because NO acts as a mediator of inflammation,
we speculated that an inflammatory milieu could unmask path-
ways by which PRL could affect NO synthesis. Here, we show
that pro-inflammatory cytokines induce the expression of PRL
receptors in pulmonary fibroblasts, allowing PRL to inhibit cy-
tokine-induced NO production and the expression of the induc-
ible nitric oxide synthase (iNOS). Inhibition of iINOS expres-
sion by PRL correlates with the phosphorylation of STAT-5b
(signal transducer and activator of transcription Sb) and the
suppression of expression of IRF-1 (interferon regulatory factor
1), a transcription factor for iNOS. These results reveal previ-
ously unrecognized mechanisms by which PRL and PRL recep-
tors may play significant modulatory roles during immune—in-
flammatory processes.

© 2003 Published by Elsevier Science B.V. on behalf of the
Federation of European Biochemical Societies.
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1. Introduction

NO is a gaseous biological mediator with effects on smooth
muscle relaxation, neurotransmission, host defense, immunity
and inflammation [1-3]. NO produced by inducible nitric ox-
ide synthase (iNOS) plays critical roles in modulating inflam-
mation and responses to infectious and degenerative diseases
[3]. INOS expression is induced by a variety of immunologic
and inflammatory stimuli, including pro-inflammatory cyto-
kines (e.g. interleukin 1B [IL-1fB], tumor necrosis factor o
[TNFa], interferon y [IFNYy]) and lipopolysaccharides.

Prolactin (PRL) acts as a circulating hormone and as a
cytokine, eliciting a wide variety of actions [4]. Moreover,
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Abbreviations: PRL, prolactin; iNOS, inducible nitric oxide synthase;
IL-1B, interleukin 1B; IFNY, interferon y; TNFa, tumor necrosis fac-
tor o.; STAT-5b, signal transducer and activator of transcription 5b;
IRF-1, interferon regulatory factor 1

PRL can be proteolytically cleaved to generate 16K PRL, a
PRL fragment with potent anti-angiogenic properties [5,6].
We have recently shown that 16K PRL stimulates iNOS ex-
pression and NO production by rat pulmonary fibroblasts [7],
resembling the action of pro-inflammatory cytokines. Unlike
16K PRL and consistent with undetectable PRL receptors,
PRL showed no effect on either iNOS expression or NO syn-
thesis in these pulmonary cells [7]. Since NO acts as a medi-
ator of inflammation, we speculated that an inflammatory
milieu could uncover PRL actions on iNOS expression in
pulmonary fibroblasts, which are important cells in inflamma-
tory reactions of the lung. Here, we investigate the effects of
PRL on NO production and iNOS expression in pulmonary
fibroblasts treated with a combination of pro-inflammatory
cytokines (IL-1B, TNFo and IFNy), and we analyze the re-
ceptors and signal transduction pathways involved. Our find-
ings reveal previously unrecognized anti-inflammatory proper-
ties of PRL.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Rat pituitary PRL was from the National Hormone and Pituitary
Program (NHPP). Recombinant murine IL-1f, IFNy, TNFa, trans-
forming growth factor B (TGFp), angiotensin II (Ang II) and platelet-
derived growth factor (PDGF) were from R&D Systems (Minneap-
olis, MN, USA). IRF-1 (interferon regulatory factor 1) cDNA and
anti-STAT-5b (signal transducer and activator of transcription S5b)
rabbit polyclonal antibody were kindly provided by L.-Y. Yu-Lee
(Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA) [8], and anti-phos-
photyrosine (anti-pY) monoclonal antibody was a gift of C. Rosales
(UNAM, Mexico City, Mexico) [9].

2.2. Cell culture

Rat pulmonary fibroblasts were isolated from Sprague-Dawley rat
fetuses as previously described [10]. Cells were grown in Ham’s F-12
medium with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (HI FBS), and
experiments were performed in Ham’s F12 containing 0.5% HI FBS.
Unless otherwise stated, for all experiments fibroblasts were pre-
treated for 6 h with 2.5 ng/ml IL-1f, 50 U/ml IFNy and 12.5 ng/ml
TNFo and further incubated with 10 nM rat PRL for 24 h.

2.3. Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted using Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) and treated with RNase-free DNase for 15 min at 37°C fol-
lowed by phenol-chloroform extraction. Reverse transcription was
performed using 5 ug of total RNA, 5 uM oligo(dT);¢ primers, and
MMLYV retrotranscriptase (Invitrogen) at 37°C for 1 h. For PRL
receptors, a common forward primer (5'-ATCCTGGGCAGATGG-
AGGAC-3') and a common reverse primer (5'-ATCCACACGGTT-
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GTGTCCTTC-3") were used to detect the short, intermediate and
long isoforms. Reverse primers that specifically detect the short (5'-
TGGCTGAGGCTGACAAAAGAG-3') or long (5'-AGACAGTG-
GGGCTTTTCTCCT-3") isoform were also used. For iNOS detection,
the forward primer 5'-GTGTTCCACCAGGAGATGTTG-3’ and the
reverse primer 5’-CTCCTGCCCACTGAGTT CGTC-3' were em-
ployed. Messenger RNAs for ribosomal protein L19 (RPL19) and
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) were amplified as inter-
nal controls. For RPL19, forward and reverse primers were 5’'-
CGAAATCGCCAATGCCAACTC-3" and 5'-TGCTCCATGAGAA-
TCCGCTTG-3', respectively. For G6PDH, forward primer 5'-GA-
CCTGCAGAGCTCCAATCAAC-3" and reverse primer 5'-CACGA-
CCCTCAGTACCAAAGGG-3" were used. Conventional PCR was
performed as previously described [11], using 40 cycles for iNOS
and PRL receptors, and 21 cycles for RPL19 and G6PDH. Real-
time PCR was carried out using RPL19 or G6PDH as internal stan-
dards, in reactions that contained 1 pl aliquots of the reverse tran-
scription reaction described above, 7.5 pl of quantitect SYBR Green
PCR (Qiagen, Hilden, Germany) and 400 nM forward and reverse
primers in 15 pl total volume. Detection and data analyses were car-
ried out on a LightCycler Instrument according to the manufacturer’s
instructions (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany).

2.4. Nitrite and nitrate assay

The oxidation products of “NO, nitrite (NO3') and nitrate (NO3)
were determined in cell culture media by the Greiss reaction as pre-
viously described [12].

2.5. Western blot and immunoprecipitation

To determine the tyrosyl-phosphorylation of STAT-5b, fibroblasts
were pre-treated with cytokines for 6 h and incubated in the absence
or presence of 10 nM PRL for 30 min. A combination of immuno-
precipitation and Western blot analyses was performed as previously
described [13]. Briefly, cells were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris
pH 7.4, 0.5% NP-40, 0.2% sodium deoxycholate, 100 mM NaCl, | mM
EGTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 ug/ml aprotinin, 1 mM
sodium orthovanadate, and 1 mM NaF). Lysates were centrifuged
and pre-cleared with protein-A beads for 1 h, then incubated with
anti-STAT-5b antibody (2 pg/ml) overnight. 60 ul of protein-A beads
was added, and the immunoprecipitated proteins were resolved on
7.5% SDS-PAGE. Membranes were probed with anti-pY antibodies
(5 ug/ml) and re-probed with anti-STAT-5b (2 pg/ml) antibodies.

2.6. Northern blot

To detect IRF-1 mRNA, 10 pug of RNA extracted from fibroblasts
was denatured and electrophoresed in a denaturing formaldehyde/1%
agarose gel. Northern blotting was performed using a 1.5 kb fragment
of a specific cDNA probe for rat IRF-1 labeled with [o-*?P]dCTP
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). The blots were re-
probed with 3>P-RPL19 cDNA as an internal standard for RNA
loading.

2.7. Statistical analysis

All results were replicated in three or more independent experi-
ments. Data are expressed as mean * S.E.M. Statistical analysis was
performed by the unpaired Student’s #-test. P<<0.05 was considered
statistically significant.

3. Results and discussion

Based on the hypothesis that an inflammatory milieu would
unmask PRL actions on NO synthesis, we analyzed PRL
effects on NO production by resting versus cytokine-stimu-
lated pulmonary fibroblasts (Fig. 1A). Consistent with pre-
vious observations [7], PRL did not modify basal NO levels
in the untreated cells (lower curve). However, in cells pre-
treated with a mixture of IL-1B, TNFa and IFNy, known
to act synergistically to stimulate NO production [12], PRL
produced a significant (P<€0.05) inhibition of NO synthesis in
a dose-dependent manner (upper curve, Fig. 1A). Inhibition
by PRL was similar to effective doses of TGFp (0.4-10 nM),
Ang IT (10 nM) and PDGF (0.4-10 nM), three known inhib-
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Fig. 1. A: PRL inhibits cytokine-induced NO production in a dose-
dependent manner in rat pulmonary fibroblasts. B: Comparative ef-
fect of PRL (10 nM), TGF (0.4 nM), Ang II (10 nM) and PDGF
(0.4 nM) on cytokine-induced NO production by rat pulmonary fi-
broblasts. C: PRL effect on cytokine-induced NO production by rat
pulmonary fibroblasts, A549 human lung epithelial cells and rat
aortic smooth muscle cells (RASMC). For all experiments, cells
were pre-treated for 6 h with or without cytokines (2.5 ng/ml IL-1§,
50 U/ml IFNy and 12.5 ng/ml TNFa) and further incubated with
PRL (10 nM), TGFf, Ang II or PDGF for 24 h. NO production
was measured by accumulation of NO; +NOj in the culture me-
dium. Values are the mean + S.E.M. *P<0.05 versus cytokines alone

(Cyt).

itors of cytokine-induced NO [14-16] (Fig. 1B). Finally, PRL
inhibition was not restricted to rat pulmonary cells, as it also
occurred in the A549 human lung epithelial cell line; however,
rat aortic smooth muscle cells were not affected (Fig. 1C).
Consistent with the inhibition of NO production, conven-
tional and real-time RT-PCR showed that PRL significantly
decreased (P<0.05) cytokine-induced iNOS expression, but
not basal expression (Fig. 2). While cytokines induced a 16-
fold increase in iNOS mRNA, PRL decreased the cytokine
effect four-fold (Fig. 2B). However, the magnitude of the re-
duction of iNOS mRNA did not correlate well with that of
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Fig. 2. PRL inhibits cytokine-induced iNOS expression in rat pul-
monary fibroblasts. A: iNOS mRNA was analyzed by RT-PCR per-
formed on total RNA extracted from cells. Amplification of RPL19
is shown as control. B: Quantitation of iNOS mRNA expression us-
ing real-time PCR. Cells were pre-treated for 6 h with or without
cytokines (2.5 ng/ml IL-1B, 50 U/ml IFNy and 12.5 ng/ml TNF),
and then incubated in the absence or presence of 10 nM PRL for
24 h. *P<0.05 versus cytokines alone (Cyt).

NO (Fig. 1). The reason for this difference is unclear but may
reflect the fact that the NO measured represents the accumu-
lation of stable NO metabolites over time, whereas iNOS
mRNA can have a short, 1 h half-life [17], and its values
reflect a point in time after PRL treatment.

We previously showed that the expression of PRL receptors
in resting fibroblasts is undetectable [7]; however, here we
show that PRL is able to inhibit cytokine-induced iNOS ex-
pression and NO production in the same cell type. Hence, we
hypothesized that the cytokines used to induce iNOS also
induce the expression of PRL receptors that in turn could
mediate PRL action. To address this possibility, we investi-
gated the expression of PRL receptors in cytokine-treated
cells. While PRL receptors were not detected in control fibro-
blasts, either in the absence or presence of PRL, the expres-
sion of the long PRL receptor isoform was markedly induced
by cytokine treatment (Fig. 3). The mRNA for the short PRL
receptor was not detectable. In support of these findings, anal-
ysis by real-time PCR showed an approximately six-fold in-
duction of the long PRL receptor by cytokine treatment, both
in the absence and presence of PRL (Fig. 3B). Therefore, the
combination of IL-1fB, TNFo and IFNy acts to promote the
expression of PRL receptors in pulmonary fibroblasts, en-
abling PRL to inhibit cytokine-induced iNOS expression.

To characterize the mechanisms underlying PRL effects on
iNOS expression, the activation of the classical signal trans-
duction pathway associated with the PRL receptor was inves-
tigated. The interaction of PRL with its receptor leads to the
downstream phosphorylation of STAT factors, primarily
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STAT-5 or STAT-1 [4]. Phosphorylated STAT-5 or STAT-1
homo-dimerize and translocate to the nucleus, where they
regulate the transcription of specific genes, including IRF-1
[18]. While STAT-1 can activate IRF-1 [13,19], STAT-5 can
inhibit IRF-1 transcription [8,20,21]. In fact, IRF-1 is one of
the transcription factors that activates the iNOS promoter
[22,23]. Here, we investigated the extent of phosphorylation
of the STAT-5b protein and the levels of IRF-1 mRNA in
fibroblasts treated with PRL. Consistent with the absence of
functional PRL receptors, treatment with PRL alone did not
increase STAT-5b phosphorylation (Fig. 4A); however, after
cytokine treatment, PRL stimulated STAT-5b phosphoryla-
tion, when compared with control cells or cells treated with
cytokines alone (Fig. 4A). These results suggest that after
cytokine treatment, pulmonary fibroblasts express functional
PRL receptors and become responsive to PRL signaling as
determined by STAT-5b tyrosine phosphorylation. Further-
more, PRL inhibited cytokine-induced IRF-1 expression
(Fig. 4B). While similar basal levels of IRF-1 mRNA were
observed in the absence of cytokines, a clear induction of
IRF-1 was observed after cytokine treatment (Fig. 4B). This
result was expected since IFNy is known to induce IRF-1 [22].
Remarkably, PRL was able to counteract the effect of the
cytokine treatment by reducing IRF-1 mRNA levels (Fig.
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Fig. 3. Pro-inflammatory cytokines induce the expression of the
long PRL receptor in rat pulmonary fibroblasts. A: The mRNA for
the long PRL receptor was analyzed by RT-PCR performed on to-
tal RNA. Amplification of G6PDH is shown as control. B: Quanti-
tation of mRNA for the long PRL receptor using real-time PCR.
Cells were pre-treated for 6 h with or without cytokines (2.5 ng/ml
IL-1B, 50 U/ml IFNy and 12.5 ng/ml TNFo) and then incubated
for 24 h in the absence or presence of 10 nM PRL. For both fig-
ures: untreated control cells (C), PRL alone (PRL), cytokines alone
(Cyt) and cells pre-treated with cytokines and further incubated
with PRL (Cyt+PRL). *P<0.05 versus basal and PRL-treated con-
trols.
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Fig. 4. PRL induces STAT-5b phosphorylation and inhibits IRF-1
expression in cytokine-treated fibroblasts. A: STAT-5b phosphoryla-
tion was induced by PRL in cytokine-treated cells. Cells were pre-
treated with cytokines for 6 h and further incubated for 30 min
with or without 10 nM PRL. Proteins were immunoprecipitated
with anti-STAT-5b antibody and immunoblotted with anti-pY anti-
body (upper panel) and anti-STAT-5b antibody (lower panel).
B: Northern blot analysis for IRF-1. Cells were pre-treated with cy-
tokines for 6 h and further incubated with 10 nM PRL for 24 h.
For both figures, cytokines were 2.5 ng/ml IL-1f, 50 U/ml IFNy
and 12.5 ng/ml TNFo. Groups were as follows: untreated control
cells (C), PRL alone (PRL), cytokines alone (Cyt) and cells pre-
treated with cytokines and further incubated with PRL (Cyt+PRL).

Rpl19

4B). These results show for the first time in a non-genetically
modified primary culture cell type that PRL acts to induce
STAT-5b activation and to inhibit the expression of IRF-1.
Because IRF-1 is one of the transcription factors required for
iNOS expression [22,23], PRL inhibition of IRF-1 could ex-
plain the downstream PRL inhibitory effect on iNOS mRNA
observed in fibroblasts. These findings agree with a previously
proposed mechanism by which phosphorylated STAT-5b can
inhibit the induction of the IRF-1 via protein—protein inter-
actions and competition for limiting transcriptional co-activa-
tors [8,21].

In conclusion, our results demonstrate that PRL acts to
inhibit cytokine-induced iNOS expression and NO production
by rat pulmonary fibroblasts. The PRL effect appears to be
mediated by cytokine-induced PRL receptors, which upon
activation lead to the phosphorylation of STAT-5b and the
inhibition of IRF-1 expression. To our knowledge, the present
findings represent the first evidence in which up-regulation of
the PRL receptor occurs in response to pro-inflammatory cy-
tokines and is a requirement for any PRL action.

The PRL inhibitory effect on cytokine-induced NO produc-
tion and iNOS expression occurs in pulmonary cells (fibro-
blasts and epithelial) from different species (rat and human)
but not in other cell types (rat smooth muscle cells). These
findings suggest that the lung is a site for the anti-inflamma-
tory effect of PRL. However, in other cells PRL can activate
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NO synthesis. Previous investigations have shown that PRL
elevates NO production in mouse macrophages [24] and in-
duces iNOS expression in human leukocytes [25] and in rat C6
glioma cells [26]. Opposite effects are not unexpected since the
regulation of iNOS expression is complex and known to be
cell- and species-specific [27]. For example, regulatory factors,
such as retinoic acid and TGFp, can either inhibit [28-30] or
potentiate [31-33] iNOS expression, depending on the cell
type investigated.

This study, together with our previous work [7], reveals that
PRL and 16K PRL have dichotomous effects on NO produc-
tion by rat pulmonary fibroblasts. While 16K PRL acts as a
pro-inflammatory cytokine inducing the expression of iNOS
in resting conditions, PRL acts as an anti-inflammatory fac-
tor, attenuating the cytokine-induced iNOS expression. The
fact that pro-inflammatory cytokines induced the expression
of PRL receptors further supports the idea that the inhibitory
effect of PRL is secondary to the action of pro-inflammatory
cytokines, and it suggests that relevant PRL functions may
become apparent during the inflammatory process. Because
NO acts as a mediator of inflammation [3], the outcome of
the hormonal effect could promote or inhibit the inflamma-
tory response, depending on the activity of the proteases re-
sponsible for processing PRL into 16K PRL and on the se-
lective expression of the receptors for each PRL isoform.
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