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Bioactividad de prolactinas neurohipofisiarias.

Introduccion:

La existencia de todo ser vivo
demanda el mantenimiento de una
constancia de su medio interno. Esta, es
el resultado de una compleja integracion
funcional de los elementos celulares que
conforman al organismo.

Existen diversos niveles de
integracion funcional, dentro de los
cuales se incluyen al celular, tisular,
organistico y sistemdtico., y de cuya
interaccion coordinada se definen sus
diversas funciones.

A nivel celular el mantenimiento
de la funcién depende de mecanismos
variables. Estos pi
zaci nde una ruta

den “incluir por

ejemplo, la :”

esferas de la funcuj
mensajeros son

de accion, De al fonna Ios muxsajems de
naturaleza hmmonul 0 endduma se

caracterizan por ser sintetizados por una
gldndula que los secreta hacia el torrente
sanguineo, a través del cual acceden hacia
tejidos 'y células blanco distantes
modificando sus acciones!2,

Adicionalmente los mensajeros
qufmicos incluidas las hormonas, pueden
mediar la comunicacion celular local
modificando el funcionamiento de la
propia célula que los produce (factores
autécrinos) ylo de células vecinas
diferentes (factores pardcrinos)»2,

En dltima instancia, la selectividad
de la accion de los mensajeros quimicos
y en particular de las hormonas descansa
en su interaccion con receptores
especlficos, Ios cuales son prote{nas
especializadas capaces de reconocer,
transduc;r y.en alguno casos ejecutar el o

" . A : [)Vrog‘re.;t'rérxtt‘lyéi c‘lclo celulaﬂ:‘
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Durante mucho tiempo se trato de
buscar una explicacion para entender la
diversidad funcional de las hormonas.
Actualmente existen diversas hipétesis
que tratan de explicar la multiplicidad de
eventos mediadas por un mismo
mensajero quimico. En todas las hipitesis
propuestas existe un comiin
denominador: la heterogeneidad
molecular de los componentes del sistema
i.e; hormona, receptor, y elementos de la
sedalizacion intracelulard®. Una de las
hipotesis se basa en que la heterogeneidad
molecular de una misma hormona define
una familia de moléculas similares, pero
lo suficientemente diferentes como para
ser reconocidas de manera diferencial por
un mismo receptor34, Esta interaccion
diferencial definirfa la tranSduccio’n de
efectos dtferentes Y. en consecuencxa cada
miembro de la famllta hormonal ejercerfa

consecuentemenr esencadenar
respuestas dlferenres (Figura | )“ -1l

F inalr‘iiqn‘

e ha pre puesm la
combinacién de: las- dos hipdtesis

Figura 1. Diferentes formas de crear diversidad
en la regulacidn ejercida por agentes quimicos.
Pueden existir familias de hormonas (A),
receptores (B), hormonas y receptores (C). Cada
uno de ellos, potencialmente puede regular un
evento diferente en el mismo blanco.
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anteriores i.e; familias de receptores,
acoplados a mecanismos de transduccion
diferentes, especificos para cada uno de
los miembros de la familia
hormonal!»13 (Figura 1).

Uno de los objetivos centrales de
nuestro grupo de investigacion es
Justamente el estudiar el significado
Juncional de la heterogeneidad de los
mensajeros quifmicos teniendo como
modelo de estudio a la hormona proteica
vrolactina (PRL). Por ello el presente
trabajo de tesis se enfocé
Jundamentalmente, a la caracterizacion
bioldgica de dos antfgenos tipo PRL de
23 y 14kDa de peso..m cular,
recientemente descritos-e)

neurohipofisiarias que dieron lugar a esta

tesis.
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Antecedentes generales:
a. Prolactina.

La PRL se caracteriza por
involucrarse en la regulacion de una gran
cantidad de eventos fisioldgicos. Es tan
versdtil que sus acciones incluyen mds de
80 efectos conocidos que van desde la
regulacion de la secrecién de la leche
durante la lactancia, que es su funcion
madz conocida, hasta el
desencadenamiento de procesos como

son la respuesta inmune y la generacion .

de patologtas como el propio cdncer“'”
(Figura 2).

mecamsmos que generan [a dzversldad en
la medlaczon de efeclos hormonales yque
anteriormente fueron enunczados3 1417,
Por ejemplo, se sabe que esta hormona en
realidad existe como una familia de
variantes moleculares y se ha propuesto
que cada una de ellas podrfa promover
efectos especlficos!5-16,

Las variantes de la PRL, en la
mayorfa de los casos descritos, son
producto - - de mod:fzcaczones
posrraducczonales de la forma molecular
“variante

predommante 4

El hecho de que la PRL promueva i :

Metabolismo y
regulacion
génica

Reproduccion:
Lactancia,
ovulacion,

siologta gonadal

Osmoregulacion:
Transp. idnico en:
gldndula mamaria,
iniony placenta

Crecimiento;
Mitogénesis en
diversos érganos

nmunomodulacion:

Fisiologta de
linfocitos,

ecrecion de IgA.

Patologlas:
Cdncer y

autoinmunes

Figura 2, Evenios. desencadenados por la
prolactina (PRL) al interaccionar con su receptor.
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Figura 3. Estructura de la prolactina de rata. La
estructura tercicria de la hormona se estabiliza por
la formacidn de tres puentes disulfuro. Como
consecuencia se crean tres asas de diferente
longitud. Las mds pequefias se ubican hacia las
regiones amino y carboxilo terminal. El asa
mayor se ubica en la regién central de la
molécula.

cual se ha denommado gene camentef

como PRL 73K2 14-16 (thma, 3)

bioactividad de horm(mas npo " PRL 0

lactogénicas son diversos. Uno de los
que primero se utilizaron fue la
estimulacion del crecimiento y de la
actividad secretora de gldndulas mamarias
poco desarrolladas in vivo e in
vitro!5,16,26-28_ Este modelo dié lugar
al diseiio de bioensayos in vitro mds
sensibles, basados en la estimulacién de
la proliferacion de células de los epitelios
mamarios en cultivo y de su actividad
secretora determinada mediante la sintesis
de novo de protefnas especificas de la
leche, como la casefna?6:27,

Otro bioensayo, cldsico basado en
la medicion de la actividad mitogénica de
la PRL es el que unlzza al buche del
pzchon En Ias aves de la fanula
Colummd e, el epltelto quie reviste: aIV

un efecto medible, lo cual
d obsrciculo importante para
a,acnvxdad bioldgica de las

[varmmes' moleculares de la PRL
I presenles en concentraciones endégenas

bajas (pM-nM). No fue sino hasta Ia

" década de los ochentas cuando Tanaka yl o

colaboradores desarrollaron. el bloensayo .

“basado en la exnmullaclén de la '
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mitogénesis de las células Nb229:30,
Estas células se derivan de un linfoma
murino generado a partir de linfocitos T
en la rata, y poseen la peculiaridad de
depender de PRL para proliferar?®30,
Ademds de ser un bioensayo especifico
para PRL, posee una sensibilidad capaz
de detectar concentraciones hormonales
enddgenas con una sensibilidad
comparable a la del radioinmunoensayo
(pM-nM)2932,

Utilizando uno u otro de estos
bioensayos se ha establecido que algunas
variantes de la hormona podrfan ser
capaces de ejercer efectos semejantes a

los produados por la forma mon

r;i&s mencionados,
$ que no son
PRL ;231( Integra.
la PRL 23K, la
. de esnmular la
proliferacion de

gonadolropos ¥
tirotropos *hi'pbfi:iuno;,, ie; tipos.

celulares que se encargan de sintetizar a
las gonadotropinas (hormona luteinizante,
la hormona estimulante del follculo, y a la
hormona estimulante de la
tiroides)?35:36_ Por tanto, se ha
propuesto que la variante cortada de la
PRL podrfa representar un factor
pardcrino regulador del crecimiento en la
adenohipdfisis. Dado que la hormona
{ntegra no ejerce efectos pardcrinos, es
posible especular sobre la posibilidad de
que dichos efectos resulten de la
activacion de receptores especlficos para
la PRLCS,

Otro ejemplo interesante en el cual

_Se pone a prueba el significado funcional
“de las variantes de la prolactina para
i ejerce diferentes acciones lo constituye

d Iguna ‘el fragmento amino-
mal de 16kDa de la PRL conocido
?omo PRL '16K22,23,34,

~=b, Prolactina 16K.

La PRL 16K resulta de la
reduccidn del puente disulfuro intermedio
de la PRLc22,23,34 |q PRL 16K
también’ ejerce, aunque con menor
potencia, muchos de Ios fectos déla
PRL 23K como sonl e.rmhulab' n de la
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otros dos bioensayos su potentia es
menor??,

Por otra parte, se ha observado
que la unién de la PRL 16K a los
receptores de la PRL difiere entre los
diferentes drganos blanco®. Por ejemplo
la afinidad de dicha unién con respecto a
la observada para la PRL 23K es menor
en el higado, similar en el cerebro y
mayor en el rifién®?. Este hecho sugiere
la posibilidad de que la PRL 16K fuese el
ligando natural de los receptores renales y
mediar en este tejido los efectos de la
PRL37,38,

Mds significativo es aiin el hecho
de que se han identificado sitios de unién
especlficos, saturables y de alta afinidad
para la PRL 16K, en membrana

existencia de fun
PRL 16K37,38
Recientemente

~Clapp y
colabor‘adoyrf‘es:,"::masfra;orx' que la PRL
16K, mds no la PRL 23K, inhibe la
formacion de capilares sangufneos o
angiogénesisi®io,

c.Efectos antiangiogénicos de
la PRL 16K.

c.1. Angiogénesis.

La formacién de un nuevo vaso
capilar es compleja, va:que_demanda la

Figura 4. Angiogénesis. En la figura se
muestran las fases fundamentales del proceso
angiogénico. (a) degradacién de la membrana
basal, (b) proliferacién, (¢) migracién y (d)
diferenciacion.
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regulacion de cuatro fases secuenciales
45 (Figura 4):

a) La degradacion de la membrana basal
que recubre al capilar;

b) la proliferacion de las células
endoteliales ;

¢) la migracion y asociacion de las células
endoteliales en estructuras tubulares; y ,

d) la diferenciacion final del endotelio
capilar mediante la produccion de una

nueva membrana basal.

La degradacion de la memb}'aha

basal ocurre gracias a la sthtesis de

factor natriurético

derivado de plqui;?b;y e fac(pr"f de

crecimiento endotelial vascular entre
otros46,97,

Sin embargo también existe una
regulacion negativa del fendmeno
angiogénico promovido en muchos casos
por factores de tipo pepttdico como son el
atrial, la
trombospondina, el factor
antiangiogénico derivado del cartflago y la
recientemente descrita PRL
16K 39,40,48-55

c.2. Efectos antiangiogénicos de
la PRL I6K.

Las acciones antiangiogénicas de
la PRL 16K son de pamcular mterés para 7

ion de nuevas funciones.
“El efecto antiangiogénico de esta
Vvariante se ha reportado tanto in vivo
como in vitro. En el primer caso la PRL

- 16!( es capa: de abatir la proliferacion de -
. células endoteliales de origen bovino y

humano estimulada por bFGF3%%, E|

" efecto inhibitorio también se presenté

sobre la accidn proliferativa del factor de
creamxento endotehal vasculaﬂo En :
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coldgeno la PRL 16K inhibié la
asociacion celular en estructuras mbulares
semefantes a capilares, el efecto sobre la
asociacion no se debié a un posible efecto
t6xico de la PRL 16K hacia las células ya
que fue reversible, es decir las células se
reasociaban entre sf cuando la PRL 16K
era retirada del medio de cultivo®.

El efecto antiangiogénico in vivo
de la PRL 16K se demostrd al inhibir la
formacion de vasos sangufneos en la
membrana corioalantoidea del embrién de
pollo??,

La supresion de la angiogénesis
promovida por la PRL 16K no se debe a

un antagonismo de la hormona hacia el
receptor de bFGF, ya que la PRL 16K no . .
modifica la prolj feraczon de cé/ulas blam:o o

de este factor comO' s
fibroblastos?®. Asimismo; co.
menciona mds adelante, se ha descrit

existencia de posibles recepi res parala
PRL 16K en membranas aisladas de -

células endoteliales’ :

Dado que la PRL 231( 0 mosrfb" o

efectos sobre la ang:ogénes:s los
hallazgos indican que sobre. el,endotello

la forma blo[dgwamente acn va es Ia PRL '

16K, y por lo lanlo ,
apoyo a que a m‘odzfzcacuin
postraduccmnal (proreohszs) de la PRL es
un mecamsmo determmanre de su
diversidad funcjw_nal. '

Por otra parte, se ha documentado

también la posibilidad de que la
heterogeneidad molecular de. los

receptores a PRL pudiesen contribuir a
explicar la diversidad de sus efectos.

d. Receptores:

Los receptores de PRL pertenecen
genéricamente a la familia de receptores
para citocinas en los cuales se incluyen la
eritropoyetina, la hormona de crecimiento
y las interleucinas5657.

Hasta ahora se sabe que existen
tres variantes moleculares de receptores
lactogénicos es decir, los responsables de
mediar los efectos caracteristicos de la
mayorfa de las isoformas integrantes de la

familia de las PRLs. Adicionalmente se

puede incluir a un receptor especifico para

Ia vananle de PRL 16K que si bien, no se

r turalmeme del

procesamzen!o alter nan \’ de ll'l transcrztoi o

'que codnflca para una prore!na
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transmembranal de 592 aminodcidos y un
peso molecular estimado de 62
kDa35859  El dominio extracelular esta
constituido en cada caso por
aproximadamente 210 aminodcidos y
presenta una elevada homologla entre las

tres isoformas del receptor’,58:59
(Figura 5).

L M c

(Humano, rata, (ratq) (rata, ratén)

conejo)

Figura 5. Representacion esquemduca de la

exlrucmra de los receplores de PRL;S

mediana, C: forma ‘corta), Lo
transmembranales se muestra en; “oscaro. Las

regiones rayadas. correspond n.a’sitios con.

identidad _mayor as:secciones
sombreadas corresponden a sitios con ldenudad
mnderada (48-60%) ERrr :

-estas vanante

ominios - participar en Ia

Mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra esta region
y en combinacion con estudios de
radioreceptor, se ha podido establecer que
la homologla se comparte también entre
los receptores provememes de especies
60,61 El dominio
transmembranal del receptor de PRL,
también es muy similar para las tres
isoformas, y estd constitufdo por 24
aminodcidos3:58:59 (Figura 5). El
dominio citopldsmico a diferencia de los

otros dos es altamente variable. Es en éste
donde se manifiestan las diferencias que
permiten distiguir a cada una de las
isoformas3:57-59_ Estas diferencias se
manifiestan fundamentalmente en una
extension variable de dicho dominio
citopldsmico que define a los receptores
como  corto’2,5%, mediano?:62 y
larg 032,58 59 co 333 42 y 62 LDa de
e nvameme (thura

peso molecular

diferentes. Por ejemp o, la cotransfecctén
de los receptores cor to y,largo de Ia'PRL

en las células COS (denvadas de rmon de
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mono) ha mostrado que solamente la
forma larga es capa: de inducir la sintesis
de novo de la B-lactoglobulina®’.

A diferencia de los receptores
corto y largo, el intermedio se expresa
exclusivamente en la rata Yy
especificamente en las células de linfoma
Nb233_ Por lo tanto, esta isoforma parece
promover efectos mitogénicos
importantes ya que como se menciond la
PRL estimula la proliferacion de estas
células con una potencia ubicada en el
orden picomolar3.

Como antes se sehiald, existen
evidencias que apoyan la existencia de un

receptor que difiere de los anteriormente -

descritos, ya que es especlfico pafa la
PRL 16K3738, Estas evidencias son
hasta ahora en su mayorfa de origen
cinético. Estudios de unién con {1251]-
PRL 16K muestran la presencia de sitios
de union especfificos, saturables y de alta
afinidad en membranas aisladas de células
endoteliales3?:38, Estos se han
propuesto como los receptores
mediadores del efecto antiangiogénico de
la variante37-38. La especificidad del
receptor por la PRL 16K es alta, debido a

que diferentes factores lactogénicos, que

incluyen a la hormona de crecimiento
humana (GHh) o la misma PRL 23K y
Jactores de crecimiento como el bFGF no
compiten por su unién37,38,

Estudios de entrecruzamiento con

membranas provenientes de :células.
endoteliales, han mostrado la existencia
de al menos dos protefnas que reconocen -

a la hormona’8. Estas tienen pesos
moleculares aparentes de 36 y 17 kDa,
por lo que podrfan corresponder a
dominios diferentes del mismo receptor.
Esta conclusion se basa en que el andlisis
tipo scatchard reveld un dnico sitio de
unién parala PRL 16K en membranas de
células endoteliales38.

Como se menciond anteriormente
ademds del endotelio, estudios de
radioreceptor han mostrado que existen
otros drganos que expresan sitios de
union para la PRL 16K. Sin embargo se
desconoce si éstos se ubican en el
parénquima de los érganos utilizados, o
en el endotelio de los mismos37-38,

e. Sistemas de transduccion
de seiial asociados con el
receptor de PRL.

De acuerdo en lo expresado en las
secciones precedentes, la interaccion
diferencial de las variantes moleculares de
la PRL ylo la estructura diferente de sus
receptores se traducirfan en la activacion
de cascadas de sefializacidn diversas,
siendo estas determinantes finales de la

_ diversidad funcional de esta hormona.

La diseccion del mecanismo de
transduccién desencadenado por los
receptores "lactogénicos” o de PRL no ha
sido fdcil. Los primeros estudios que se
realizaron sobre este tema eran

controversiales debido a que
: aparentemente el receptor era capa:z de
- .comprometerse’ con’ casi todos los
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sistemas de senalizacion que se conoclan
hasta ese entonces y el conjunto de todos
ellos no explicaba satisfactoriamente la
mediacidn de sus efectos®. De tal forma
se habla observado por ejemplo, que el
receptor de PRL se asociaba al recambio
de fosfoinosttidosicalcio y a la activacién
de la adenilato ciclasa con la subsecuente
generacion de los segundos mensajeros:
inositol 3,4.5-trifosfato, diacil-glicerol y
AMPc respectivamente3,5,66

No es sino hasia que surge la
posibilidad de reconstituir a los sistemas
de transduccion, de clonar y
sobreexpresar a las diferentes isoformas
del receptor c'xiana’o se tuvzeron

resultados. consls{entes que' fueron
desentranando a. {

seralizacion relaci nada con el receptor
de PRL, .

La-senalizacion esenc'adentida
por el receptor de PRL es peculiar, ya que
se demanda la formaaon de.un . omplejo

dimérico emre Ios recep!ores ¥y ‘el
ligando®’ 68, Esto tmplxca el
reconocimiento de dos sitios de unién en
la hormona, donde cada uno-de ellos
participa en la generacidn de tn complejo
PRL-R ;97,88 Estudios de,é{i;talografla
Y mutagénesis dirigida han réivelado que
el sitio-1 de unién involucra a los

aminodcidos que constituyen
de las a-hélices 1 y 4 de la molécula, y el
sitio-2 contenido en'las a-hélices 1 y 3

respecti vameme (F i glvir‘aubA B)67,68

La génests del dfmelo es

HORMONA-RECEPTOR

AGONISTA

Figura 6. A. Estructura terciaria de la PRL.
La molécula se constituye de 4 a-hélices unidas
por asas de diferentes tamarios. Se muestra el
sitio-1 de reconocimiento por el receptor. B,
Formacidn secuencial del dimero PRL-R}. La
dimerizacion permite la transduccion de la sefal
hormonal, mientras que el secuestro de alguno de
los dos receptores que reconocen a la hormona
producen a un antagonista.

ANTAGONISTA
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secuencial, ya que primero debe
reconocerse al primer sitio de unién de la
(sitio-1), para que
posteriormente se reconozca el segundo
sitio (sitio-2)67 (Figura 6B). El apoyo
mds contundente a esta proposicion se
obtuvo mediante la cristalografia del
complejo hormona-Rz y la demostracion
de que el bloqueo de la dimerizacién
interfiere con los efectos biolégicos de la
hormona$9:61,69,

molécula

La diseccion de la senalizacién
inducida por PRL fue impulsada
notablemente por los hallazgos sobre el
mecanismo de accién de citocinas, como
el interferon-v, y de la hormona de
crecimiento, cuyos
a la misma far}ulla que los de.la PRL,
As{ se ha demostrado que o;n‘b ocurre

( p!ores pertenecen

para dcchas moléculas btoacttvas, el

mecanismo de acctdn de Ia PRL involucra
la activacién - de Ia famtlta de tirosin-
cinasas “denominada como Janus
(JAK)?1-75. La interaccion de la PRL
con su receptor incrementa la afinidad de
su dominio citopldsmico por la isoforma
JAK-2 y permite la formacién de un
pentdmero” activo PRL-R3-(JAK-2),
$7,73,76(Figura 7).

El ‘sustrato de JAK-2 lo
consrimyen‘l‘ma serie de protefnas
mopldsmwas y nucleares denommaa’as

STATs (transductores “de senal y-

activadores: de anscnpc:én

igual que las JAKS, estas protelnas son::
parte de lma famllla extensaen ronsmme o

e\panslon"

Figura 7. Mecanismo de transduccién asociado
al receptor de PRL. En primer lugar la hormona
forma un pentdmero PRL-R;-1AK2,. Este
pentdmero activo se autofosforila en residuos de
tirosina. para._ ser. completamente activo.

= Posteriormente.el blanco inmedialto es la MGF-

Esta: m,odifica directamente: la
n de gen'es nucleares como ¢ ~fos. El
P

o.\fonlada y activa puede regular evenlos .

mopldsnucos y nucleares
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en residuos de tirosina les permite unirse
al DNA celular en donde funcionan como
factores de transcripcién. Hasta ahora se
sabe que en respuesta a la PRL ocurre la
activacion de STAT-5 la cual también se
conoce como el factor de transcripcion de
la gldndula mamaria (MGF-STAT-
5 )78,79.

La activacion de JAK-2 se ha
asociado también con la mediacion de los
efectos proliferativos de la PRL. Asf de
manera semejante a lo que ocurre con las
interleucinas y la hormona de crecimiento
se ha propuesto que la activacién de JAK-
2 podrla mediante la activacion de Ras y
Raf culminar con la activacién de las

protefnas cinasas activadas por muogenas o
o MAPKs y la consecuente acnvamon def'.f
la transcripcion y progreszon del c:clox‘

celular®®. Existen asimismo evtderi i
que sugieren la participacién de czrxas&s

de la familia src en la activacién déllas :
cinasas MAPK por el receptor de PRL -

(Figura 7)81-84

Si bien hasta ahora se ha obremda :

una gran cantidad de informacion a¢erca
de la senalizacién intracelular que
desencadena la acm'actén del receptor de
PRL, es poco lo que se sabe cerca dela
transduccion medzada por ‘el receptor dela
variante de 16kDa. "D'Angelo y
han: reportado
wteraccion de la

colaboradore.
recientemente:
PRL 16K con sl
fosfonlaadn ¥y la uente activacion
de la MAPK en respuesta a el factor de

receptor inhibe la

crecimiento - vascular endotelial 'y que

dicho evento es distal a la fosforilacion
del receptor a este factor de crecimiento
presente en las células endoteliales?s.

En conclusién la informacion
anteriormente descrita fundamenta las
hipotesis propuestas para explicar la
versatilidad funcional de la PRL. A través
de los ejemplos en donde se ilustra que
variantes moleculares de dicha hormona
son capaces de activar receptores propios
con funciones nuevas, se documenta la
siguiente hipdtesis: la PRL es una
molécula madre donde el procesamiento
postraduccional de ésta es fuente directa
de su diversidad funcional.

De acuerdo a estas
consideraciones los mecanismos

~Vresponsables del procesamiento

postraduccional’ de  la  PRL
‘déserripenar fan un papel determinante
‘sobre 'su. efecto hormonal. La
helerogeneldad molecular de la PRL ha

- 'sido reportada en todas las fuentes

enddgenas de su produccion.

J. Fuentes de produccién de
prolactinas:

f.1.Adenohipdfisis.

Desde hace mucho tiempo se sabe
que la fuente principal de sintesisy
secrecion de la PRL circulante es Ié
adenohipdfisis? 1686 Las células
adenohipofisiarias encargadas -de..

sintetizar 'y secretar PRL- ~se* han
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denominado lactotropos. Este tipo celular
puede constituir del 30 al 50% del rotal de
las células que integran la
adenohipdfisiss 38,

La PRL adenohipofisiaria es
molecularmente hetérogenea, a ella
corresponden la mayor parte de las
variantes que integran a la familia de la
PRL. Por ejemplo, las PRLs
adenohipofisiarias incluyen a variantes
Sfosforiladas, desamidadas, agregados de
alto peso molecular, fragmentos y
variantes glicosiladas, entre otras. Sin
embargo el significado funcional de las
mismas no se sabe con exactitud, a
excepcion de las variantes de PRLc y la
PRL 16K que como se ha enunciado
anteriormente es en donde se tiene mayor
informacién38.89. El andlisis por
electroforesis-transferencia e inmuno-
tincion de homogenados tisulares ha
revelado la existencia de las PRLs cortada
y 16K en la adenohipdfisis de la rata®®:
Asimismo en el medio de incubacion de
células adenohipofisiarias en cultivo se ha
detectado a la variante cortada, este
hallazgo se refuerza con el hecho de que

la adenohipdfisis también contiene a las -

enzimas capaces de generar a dicha
variante3390,

Aunque la adenohipdfisis es el
sitio de produccién prmczpal e PRL;
también se han descritc
productoras de PRL d 1r ;
inmune y el ce‘rebyrb"’ Es decir, la PRL se

produce por los rre componentes ‘del

gran sistema de mrecrac:di ’

mm(mal del

organismo: el sistema Neuroendocrino-

inmune.
[.2.8istema inmune.

En épocas recientes se ha
documentado ampliamente el que el
sistema inmune ademds de ser blanco de
la PRL es un tejido productor de esta
familia hormonal®!-94, Se sabe que los
linfocitos, esplenocitos y timocitos
producen a la PRL 23K y a variantes de
alto peso molecular que incluyen a PRLs
de 46, 29, y 27kDa®!-94, También se ha
demostrado que estos tipos celulares
expresah el ARNm que codifica para la
PRL 231( ) y ‘otro mensajero de mayor

los lu foatos normales en'la Ilnea tumoral
Nb2, la- PRL "y demd
lactogénicos son los linic

acto res
actores que

mular “Sit

prollferaaén promowendo la transicidn

de las fases Gl a S del ciclo celutar®1-99,
f.3. Sistema nervioso central,

Desa'e hace varios anos evidencias

. basadas - ‘e'n,’ inmunocitoquimica,

radlommunoandllm y b:oensayos
espect’f cos: han 'sus ren!ado la producuén
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de PRL por el sistema nervioso
central®5-97,

En el cerebro material
inmunorreactivo tipo PRL ha sido
consistentemente detectado en neuronas y
tractos nerviosos hipotaldmicos, mediante
técnicas de inmunocitoquimica®5-%’. El
andlisis cromatogrdfico y electroforético
ha identificado material inmunorreactivo
tipo PRL en homogenados de la médula
espinal, el tallo cerebral y el hipotdlamo,
asf como en el lfquido cefalorraqufdeo de
la ratq22,23,97,99-101  Se ha
demostrado que el material
inmunorreactivo a la PRL obtenido
después del fraccionamiento
cromatogrdfico de- dlstmras dreas
cerebrales posee: efecto génicc

sobre las células Nb2,/aunque con’ una
potencia menor- que las. 'e la PRL

adenohlpof' smna

Dtversas’ew_denci'as sugieren que
el cerebro, en especial el hipotdlamo,
pudiera ser capdz de producir algunas de
las variantes de la PRL. Emanuele y
colaboradores reportaron la presencia de
tres fracciones cromatogrdficas con
inmunorreactividad de PRL en extractos
de médula espinal, tallo cerebral y
encéfalol92.193_ Dos de estas fracciones
mostraron un peso molecular aproximado
de 44 y 23kDa, mientras que la fraccién
restante se c’jqnsmm'(ui)o'r_ fragmentos de

menor . tamaiio  que. .
identific'adbs : '
documentado Ia prest’na de PRL co; tada

no fueron

enel hlpoldlamo de riha, y Ia capactdadf

eVno ha‘~

del hipotdlamo para modificar
proteolfticamente a la PRL 23K hacia
dicha variante hormonall%-

La produccion de PRLs por el
sistema nervioso central y su origen
independiente de la adenohipdfisis se
apoya en las siguientes observaciones:

a) La presencia del RNA mensajero que
codifica para la PRL en distintas regiones
del sitema nervioso central104-106,

b) la prevalencia del material
inmunorreactivo a PRL en el cerebro de
animales hipofisectomizados en los que
no se detecta PRL en el suero por

métodos nununoqufnucos convenciona-
-1es95:96,
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Antecedentes inmediatos:

a. Fragmentos de PRL en el
sistema hipotdlamoneurohipofisia-

rio.

Estudios recientes en nuestro
laboratorio han documentado la existencia
de posibles fragmentos moleculares de la
PRL en el sistema hipotdlamo
neurohipofisiario (SHN)197, El SHN
esta constituido por neuronas localizadas

en dos niicleos del hipotdlamo anterior

expresar mlemblos dela faml/w‘de Iasf'f

PRLs surgzo de niestro mtelésaen;

investigar la pw.\em a w:doqenu de la’

PRL 16K. Si bién se sabe que la PRL
16K inhibe eventos tan complejos como
la angiogénesis, no se habla documentado
su presencia endcgena de manera
contundented?38. Esto en gran medida
era reflejo de la carencia de herramientas
adecuadas como son anticuerpos
especlficos dirigidos contra esta variente
necesarios para su estudio y
caracterizacion selectiva. Por consiguiente
nuestro grupo de trabajo generé un
antisuero dirigido contra la PRL 16K
producida mediante la protedlisis de la
PRL. Para caracterizar dicho antisuero se
emplearon inmunoensayos
especificos!07,

'” pataventricular
! nucleus

supraoptic
* nucleus

inferior - R
hvp.ophvseal

g vasopvessln oxytocm

inferior hvuonhvseal anelv

. Flgura 8. Represenlac:dn esquemd!rca del )
s sistema hzpordlamoneuroh:poﬁsmno En:la -
~. figura se muesiran las conecciones neurales de las
células hlpolaldnucas nmgnocelulares yel Iébulo :
[)0.\'/('!70" de Ia pmularmo enrohipdfisis.: N

En eIV“RIE para PRL- I6K los:

anncumpos gen rados: mos aron una-
: af nidud mayor ( 700 W

ces) pa/a umrse a
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la PRL 16K que a la PRL 23K, al tiempo
que no reconocieron moléculas
homdlogas como por ejemplo a la
GH197_ Por otra parte el antisuero
dirigido contra la PRL 16K en
combinacion con técnicas de
inmunocitoquimica marcé positivamente a
los lactotropos adenohipofisiarios como
se esperaba. Sin embargo para nuestra
sorpresa el antisuero también mostré
inmunorreactividad de PRL en la
neurohipdfisis. Este hallazgo fue
novedoso porque nunca antes se habla
mostrado la presencia de PRL en la

neurohipdfisisi??. En apoyo a que dicha
inmunotincion se asociaba con am{genosr e

tipo PRL, observamos.:su
cuando el anusuer ‘pr' [
preabsorb(a con J

otrasto?, TS o

Enfranca correspondenbg‘a con los
resultados anteriores se idenriﬁéé la
presencia de antfgenos tipo PRL en los
somas de las neuronas magnocelulares de
los niicleos PV y SO del hipotdlamo y en
sus proyecciones via la ldmina interna de
la eminencia media ‘hacia la
neurohipdfisiso?,

El andlisis por electroforesis e
inmunotransferencia de homogenados de
neurohipdfisis determind qi(’e los
antigenos tipo PRL se asomaban con
protefnas inmunorreactivas- can pesos
moleculares aparentes de 14,23 y 25kDa,

vasopresma, neurof isinas- 1 y 2 ntre’:

: PRLsL

siendo la primera de ellas la protefna
inmunorreactiva predominantel?’,

En apoyo a que los antigenos
observados en el SHN perteneclan a la
familia de las PRLs, en estudios de
retrotranscripcion y amplificacion por la
reaccidn en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) del ARN total proveniente de
niicleos PV aislados observamos la
presencia del ARN mensajero para PRL
en este sistema. El tamario del transcrito
correspondid al del que codifica para la
PRL 23K por lo que se propuso que las
otras variantes inmunorreactivas pudiesen

- ser el resultado de un procesamiento
.. postraduccional de la PRL 23K, tal como

ocurre para su generacion en la mayorfa
" los tejidos productores de esta

neurothofzszar:ask podr{an
asimismo vernrse hacia la circulacién con
la consecuente posibi lidad de ejercer
efectos  hormonales sobre tejidos
distantes.

Cabe mencionar que de acuerdo a
nuestros hallazgos en donde se muestra
que la protefna inmunorreactiva de 14kDa
es el antfgeno predominante, el SHN
serfa el primer sistema productor de PRLs
en el cual la forma predominante no fuera
la PRL 23K sino un fragmento molecular
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de la misma. En particular un fragmento
que comparte determinantes antigénicos
con la PRL 16K y que pudiese por tanto
mediar efectos de ésta, como lo es la
inhibicion de la angiogénesis.

Objetivos.

Con el objetivo general de analizar
la hipdtesis antes enunciada que plantea la
posibilidad de que el SHN produzca
PRLs biolégicamente activas, los
objetivos particulares de esta tesis fueron:

1. Analizar la naturaleza tipo PRL de las
protefnas neurohipofisiarias mediante el
estudio de sus propiedades biolégicas:

a. en un bioensayo especlfico para PRLs.
la proliferacion de las células Nb2.

b. en un bioensayo especffico para la
PRL [6K: la inhibicion de la proliferacion
de las células endoteliales en cultivo.

2. Analizar si la protefna inmunorreactiva
de 14kDa pudiese resultar de la
protedlisis de la PRL neurohipafisiaria
por enzimas presentes en el SHN.
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Disefio experimental.

La metodologfa utilizada para este
estudio se describe detalladamente en las
publicaciones anexas por lo que en esta
seccion solamente se hace referencia de
manera general a los procedimientos
empleados.

Para obtener a las protefnas
inmunorreactivas de 14 y 23kDa se
recurrié a la obtencién de un medio
condicionado por la incubacién de
neurohipdfisis en cultivo debido a que
dicho medio se encontraba enriquecido
con las protefnas inmunorreactivas de 14
y 23kDa, y se encontraba excento de
muchas de las protefnas presentes en un
homogenado neurohipofisiario. Para ello
hipdfisis de ratas macho se disecaron bajo

el microscopio, se lavaron con:una:.

disolucién de Krebs-Ringer deﬁcienté de
calcio, para posteriormente ser cultivadas
‘durante Ih en solucion Krebs-Ringer
completal®®. El medio condicionado
resultante se centrifugd y almacené a
-70°C.

La concentracién de cada una de
las protelnas inmunorreactivas contenidas
en el medio condicionado se estimé
mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes seguida de
mmunorransferencm e; mmunonnc:én

estdndar de PRL de rala«procesada' e

.\‘lmultdneamenre’ L

La bioactividad tipo PRL presente
en el medio condicionado se analizé
mediante el bioensayo de células Nb2
(donacién del Dr. Peter Gout, Cancer
Control Agency of British Columbia,
Vancouver, B.C., Canada) de acuerdo al
método descrito!97.198_ Lq potencia del
medio condicionado para inducir la
proliferacion de estas células se comparo
con la obtenida en respuesta a las
preparaciones de referencia de PRL 23K
(PRL de rata grado bioldgico, Institutos
Nacionales de Salud US.A.) y PRL
16K respectivamente, esta iiltima variante
generada en el laboratorio mediante
protedlisis de la PRL 23K tal como se ha
descrito anteriormente!97,

La especificidad del efecto del
medio condicionado por neurohipdfisis
en cultivo se determiné mediante el
bloqﬂeo del mismo por la coincubacién
con los antisueros especfficos dirigidos
contra la PRL 23K o 16K.

Para analizar la posible actividad
antiangiogénica de las PRLs
neurohipofisiarias probamos los efectos
del MCNH sobre la proliferacién
estimulada por bFGF de las células
endoteliales en cultivol®?. Este
bioensayo es especifico para medir
actividad tipo PRL 16K ya que. como_se,‘
ha descmo Ia PRL 23K no tiene fectos',
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especificidad del efecto del medio
condicionado se determind mediante el
uso de antisueros especlficos dirigidos
contra la PRL 16 y 23K108,

Finalmente para determinar el
posible procesamiento postraduccional de
la PRL neurohipofisiaria, se analizé la
presencia de las enzimas capaces de
producir a la variante cortada de la PRL
en la fraccién subcelular de 25,000 x g
proveniente de niicleos paraventriculares
aislacdos y neurohipdfisis de rata. La
obtencién de dichas fracciones se realizé
mediante el método descrito’?” y su
actividad enzimdtica se analizé wilizando
como sustrato a la preparacién de
referencia de PRL 23K y el mérodo
previamente establecido???.



Bioactividad de prolactinas neurohipofisiarias.

23

Publicaciones:

Los resultados generados durante
el desarrollo de esta tesis se publicaron en
dos artfculos que se presentan a
continuacion.

El primero de ellos ( Trabajo A)
se publicd en la revista Proceedings of the
National Academy of Sciences USA
(1994) 91: 10384-10388 y se titula:

The prolactin gene is expressed in
the hipothalamicneurohypophyseal
system and the
processed into a 14-kDa fragment
with  activity like 16-kDa
prolactin.

protein is

Por los autores:
Carmen Clapp., Luz Torner., Gabriel

Gutiérrez-Ospina., Eva Alcdntara., i

Francisco J. Lépez-Gomez,
Makoto Nagano., Paul ’

Salvador Mejta., Miguel Morales yo

Gonzalo Martfnez de la Escalera

En este trabajo se pijeqe(aran los
hallazgos que fueron el ,ant'ecedeme
directo de este trabajo de tesis, asf como
algunos resultados que se obtuvieron del
trabajo de la misma. Espec{ficamente se
aportan evidencias de tipo
inmunocitoquimico sobre la presencia de
neuronas inmunorreactivas a PRL 16K en

el sitema hlpotdlamoneurothof isiario de

la rata. Se muestra la derecc:dn de PRLs

mmunorreacnvas de 25 23 v I4LDa en

extractos nevrohipofisiarios y en el medio
condicionado por neurohipdfisis en
cultivo, y se reporta la expresion del gen
de la PRL en el SHN de la rata por
andlisis de RT-PCR. La aportacion a este
trabajo resultado de esta tesis, consiste en
la demostracién de que el medio
condicionado enriquecido con la protefna
inmunorreactiva de 14kDa inhibe la
proliferacion de las células endoteliales en
cultivo, y que este efecto es bloqueado
por el antisuero dirigido contra la PRL
16K. Asimismo en este trabajo se
demuestra la presencia de las enzimas
capaces de procesar a la PRL 23K en la
variante cortada, y se propone que dicha
variante pudiese corresponder a la
protefna inmunorreactiva de 25kDa y
constituir. el poszble precursor de_la

protefna mmunorreactzva’de 14kDa o

e EIVsegundo trabajo (Trabajo B) se
publicd en la revista Endocrine (1995) 3:
573-578 y se titula:

Immunoreactive prolactins of the
neurohypophyseal system display
actions characteristic of prolactin
and 16K prolactin.

Por los autores:

F.J. Lépei-Gémez., L. Torner., S.
Mejta., G., Martinez de la Escalera y C.
Clapp.
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Este trabajo toma como base el
anterior, y se enfocé fundamentalmente
en caracterizar las propiedades bioldgicas
de los antigenos de 14 y 23kDa presentes
en el eje hipotdlamoneurohipofisiario de
la rata, mediante ensayos de proliferacion
espectficos tanto para la PRL 16K como
para la PRL 23K.

Ademds se documenta la
inmunorreactividad tipo PRL de las
protelnas presentes en el medio
condicionudo neurohipofisiario utilizando
diferentes antisueros especificos tanto
para la PRL 16K como para la PRL 23K.
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The prolactin gene is expressed in the hypothalamic-
neurohypophyseal system and the protein is processed
into a 14-kDa fragment with activity like 16-kDa prolactin
CARMEN CLapPP*T, LUz TORNER*, GABRIEL GUTIERREZ-OSPINA*, EvA ALCANTARA®,

FRANCISCO J. LO6PEZ-GOMEZ*, MAKOTO NAGANOE, Paul A. KELLYE, SALVADOR Mugia*,
MIGUEL A. MORALES*, AND GONZALO MARTINEZ DE LA ESCALERA®

*Centro de Neurobiol, ¢ Insti e Investigici Bi di Universidad Nucional Autonomi de Mévico, 04510 México DF, Méxicu;, and #Unité 344,
Endocrinologic Moléculuire, Institut Nnnon.nl dela Sumé et de la Recherche Médicale, Faculté de Médicine Necker, 7570 Paris Ceden 15, mec

Communicated by Howard A. Bern, June 27, 1994

ABSTRACT  The 23-kDa form of prolactin (PRL) has been recently found that 16K PRL. bui not’ PRL’ stimulates

proposed to function as both a mature hormone and a prohor- natriuresis and diuresis in the anesthetized rat (C.C. and
mone precursor for different uniquely bioactive forms of the W. K. Samson, unpublished observations).” Moreovcr. kid-
molecule, We have shown that the 16-kDa N-terminal fragment ney membranes contain high-affinity’ spccnf‘c binding sites for
of PRL (16K PRL) inhibits angiogenesis via a specific receptor, 16K PRL (10). Therefore PRL-derived molecules may be
In addition, 16K PRL stimulates natriuresis and diuresis in the spccnﬁca]ly involved in the regulation’of anglogcncsls natri-
rat, and kidney membranes contain high-affinity specific bind- uresis, and possibly other functions:

ing sites for this PRL fragment. 16K PRL can be derived from 16K PRL can he derived from the’ reducuon of the inter-
an enzymatically cleaved form of PRL (cleaved PRL). With the mediate disulfide bond that holds together a form of PRL with
use of a specific 16K PRL antiserum, we have localized a a cleavage in the large disulfide foop (11). In'theirat, the
14-kDa immunoreactive protein in the paraventricular and known site of cleavage occurs at Tyr-145, leaving an N-ter-
supraoptic nuclei of the hypothalamus and in the neurohy- minal polypeptide with a molecular mass of -16,364:Da (12,
pophysis. Reverse transcription-polymerase chain reaction of 13). Cleaved PRL, the immediate precursor of 16K ' PRL;, has
RNA from isolated paraventricular nuclei showed the expres- been identified in the anterior pitvitary gland and:in the
sion of the full-length PRL mRNA. The neurohypophysis was circulation (3, 12). and the cleaving enzymes have been found
found to contain the enzymes that produce cleaved PRL, small in several target tissues of PRL (3, §, 11,.14). Detection of
amounts of PRL, and cleaved PRL.. Medium conditioned by endogenous 16K PRL hus been limited by its low _crossre-
neurohypophyseal cultures, enriched with the 14-kDa immu- activity with the PRL antibody (6). :
noreactive protein, has antiangiogenic effects that arc blocked Here we report findings consistent with the expression of
by the 16K PRL antiserum, These results are consistent with PRL in the hypothalamic-neurohypophyseal sysiem and its
the expression of PRL in the hypothalamic-neurohypophyseal posttranslational processing into a 14-kDa fragment with
system, and the preferential processing of the protein into a biological and immunological properties of 16K PRL.
14-kDa fragment with biological and immunological properties : S

of 16K PRL. . MATERIALS AND METHODS

Prolactin (P ltifunctional protei I 16K PRL: 16K PRL was isolated after . the enzymatic
rolactin (PRL) is a multifunctional protein hormone in proteolysis of 23K PRL [rat: B-6; National Hormone and

volved in the control of a wide variety of physiological- - . PIOI A "
rocesses in vertebrates, including osmoregulation; repro:. i - Pituitary Program (NHPP}] by a particulate fraction from rat
p ertebrates & el P o y gland hoine disulfide-bond reduction, and

ducti th, and devel t(1,2). 4
ction, immune responses, growth, and development (1,2) gel filtration as reported (11).

PRL exists in several molecular:forms:that: result:from N . : .
postlranslauonal modifications of : the: predomman form; ",lﬂ\ ?RL RI,A' A“,R]A was established, ustngan antiserum
which is a single polypeptide chain with three"disuifide loops a‘:l‘ls‘f:"'l"o'?‘;bz‘(‘)s 0‘;)%3'%5,: lz;lgﬁcﬁstrﬁf;é’?zg%‘ﬁﬁl: tl-"sml
nd lecul {23 kDa (23K PRL; ! o e ntise-
and a molecular mass of 23 kDa (23 ref. 3): Molecu rum’was tested by compeunon with 16K PRL and 23K PRL

rat‘B-6: NHPP).: No crossreactivity was abserved with rat

heterogeneity:-of PRL occurs not’ only in"the anterior: h
hysis (3) but also in th une system (4) and the b
pophysis (3) also in the immune system (4) a rain. :growth hormone (NHPP), vasopressin, oxytocin, angioten-
sin®11;¥and : neurophysins 1 and Il (Sigma), Blipotropin

(5). These findings have led to the suggestion that' PRL can’ "
be a prohormone  that becomes processed to biologically =
active peptides capable of mediating unique functions (3).- (NHPP), B-endorphin (Pierce), {Met]enkephalin (Peninsula
We have shown that the 16-kDa N-terminal fragment of Laboratones), .and -adrenocorticotropin (residues 1-39;
PRL (16K PRL), while retaining some PRL-like bioactivities ~~ Bachem). ) RN
(6), has specific effects not shared with the parent PRL Animals. Female Wistar rats (200-250 g) were used in the
molecule. 16K PRL., obtained after the proteolysis of rat PRL day of estrus, as determined by daily examination of vaginal
with mammary gland enzymes. and recombinant human 16K smears for two or three consecutive cycles. .
PRL, but not-rat or human PRL, inhibit angiogenesis—i.e., Immunocytochemistry. Rats were anesthetized with so-
the formation of new capillary blood vessels (7, 8). Further- dium pentobarbital and perfused with phosphate-buffered
more, this antiangiogenic effect appears to be mediated by a
unique 16K PRL receptor (9). Besides angiogenesis, other Abbreviations: PRL. proluctin: 23K and 16K PRL, 23- and 16-kDa

functions appear to be affected b RL. We have PRL; NHPP, Nationul Hormone and Pituitary Program: bFGF, basic
PP ¢ y 16K P fibroblast growth factor: PVN, paraventriculur nucleus: SON, su-

prﬂoplic nucleus; RT, reverse transcriptase,

The publicmi_an casts of this article were defrayed in pirt by page charge *To whom reprint requests should be addressed at: Centro de
payment. This article must therefore be hereby marked ** adverrisement™ Neurobiologfa, Universidad Nacional Auténoma de México. Apar-
in accordance with 18 U.S.C. §1734 solely to indicate this fact. tado Postal 70228, 04510 México DF, México.
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suline (PBS: pH 7.4) for § min followed by neutral buffered
4% paraformaldehyde for 45 min. Bruinand hypophyses were
fixed for 24 h at 4°C, then teansferred to 3096 (wt/vol) sucrose
until they sank. Tissues were sectioned . in a cryostat and
subjected to immunocytochemistry uxmg, the’ ABC: kit_from
Vector Luboratories,” Positive ining’ wuhvlhc 16K PRL,
antiserum was visible in the anterig i
starting a4t 1:10,000 and 1; 1000 “dilution §
results were obtained with:1:500 dllullon

PRL or anti-PRL (r.u S- anti
* Western Blot Anal)

icated {15mg/50 ‘ul of -
Triton X-100 (pH 8) wit !
phenylmethylsulfonyl ﬂuondc[ .md Suhthled [ SDS/PAGE;
(11). Proteins: were: blotted onto. nitrocellulose’ membranes;
probcd with the:16K' PR L= antiserum (1:500); and developed.:;
by using the atki hosphatas con anubody k (BIO-
Rad).®

Incubation of Neurohypophyses.’ d
were washed in Ca*#-deficient Krebs-Ringer solunon for:10"
min at 37°C and cultured in 20 ul of Krebs-Ringer solution for
l1hat 37°C The resultmg condmoncd media were poolcd .md :
stored at =70°C.; :

Endothelial Cell Growlh Bioassay. Bovmc bram capxllar
endothelial (BBCE) cells were isolated and:grown and the -
proliferation assay was performed as previousty reported (8)
The effect of 4 days of incubation with 16K PRL, 23K'PRL
or neurohypophyseal-conditioned : medium . was *compared :
with the stimulation induced by basic fibroblast growth factor -

(bFGF) (50 pM; GIBCO/BRL) in the presence or ubscnce of e

the 16K PRL antiserum (1:1000 dilution).

RNA Isolation. Hypothalamic paravemncular nuclen
(PVNs) were isolated from frozen brain slices by the micro-
punching technique (15). Total RNA was extracted from the
PVN, cerebral cortex, and anterior hypophysis according to
the guanidinium thiocyanate/phenol procedure (16).

Primers for PCR and Southern Blot Analysis. Four different
primers specific for rat (r) PRL ¢cDNA were synthesized. Two
of them were forward primers: rPRL-A (5'-TGTTCTGGTG-
GCGACTGCCAGACACCT-3¥') from exon 2 and rPRL-B (5'-
ACTTCTTCCCTAGCTACTCCTGAAGAC-3’) from exon 3.
The two downstream primers were rPRL-C (5-TATCTTT-
TCGATCCCTTCGAGAAGCCG-3') from exon 4 and
rPRL-D (5'-GCAGTTGTTTTTATGGACAATTTGGCA-3')
fromexon 5. For the full-length PRL mRNA, the combinations
rPRL-A and -C and rPRL-A and -D should generate products
of 388 and 586 bp, respectively, whereas rPRL-B and -C and

rPRL-B and -D generate products of 220 and 418 bp, respec: - g

tively. Primers for the amplification of rat cyclophilin were
rCyc-1 (5'-CGACATCACGGCTGATGGCGAGCCC-3') and
rCyc-2 (5'-TTACAGGGTATTGCGAGCAGATGGGG-3')."

Reverse Transcriptase-Polymerase Chain- Reaction” (RT-"""

PCR). Five micrograms of total RNA was reverse transcribed
for 1 h at 37°C in 30 ul containing 20 mM Tris-HCI (pH 8.3),
50 mM KCl, 2.5 mM MgCl,, 1 mM each dNTP, 1 ug of
oligo(dT) primer, 1 ug of random primer, 25 units of RNasin

(Promega), and 200 units of RT (Moloney murine leukemia -

virus). After incubation, the RT mixture was heated at 96°C
for 5 min and chilled on ice. Six microliters of the RT reaction
mixture was added to the PCR mixture in 50 ul containing 20
mM TrissHCI (pH 8.3), 50 mM KCL 2 mM MgCls, 200 uM
each ANTP, 50 pmol of each primer, and 1 unit of Tug DNA
polymerase. After denaturation at 95°C for 1 min and 30 sec,
amplification was performed for 30 cycles {94°C for 30 sec,
63°C for 1 min, and 72°C for 1 min and 30 sec), followed by
72°C for 10 min at the end of the amplification.

Southern Blot Analysis.. Five to 10 ul of the RT-PCR
reaction mixture was loaded on a 1.8% agarose gel and
blotted onto Zeta-Probe GT membranes (Bio-Rad). Mem-
branes were hybridized with primer rPRL-B at 42°C for 16 h

Proc. Nl Avad. Sei. USA 90 (1v94) 10385
ina solution containing S~ 8SC (1% = 150 mM NaCl/15mM
sodium citrate, pH 7.0). 0.02 M NuH:PO,, 7% SDS. 10x
Denhardt’s solution, and salmon sperm DNA at 100 ug/ml,
washed at S0°C;and exposed 1o Kodak XAR-S film at —=80°C.

Annlpi\ of PRL-Cleaving Activity. A 14,000 X ¢ particulate

“fraction from-isolated PVN or ncuruhypophy\c.nl lobe ho-
i mogenates’
NHPP) as

prepared and incubated with rat PRL (B-6:
s deseribed (113, The PRL cleavage products were
un.nlyn.d hy Wuurn blots probed with the 16K PRL anti-

RESULTS

Spcciﬁcny of the 16K PRL Antiserum, The 16K PRL
ntiserum ‘was characterized in a 16K PRL RI1A (Fig. 14).
Increasing concentrations of 16K PRL displaced radioiodin-

“ated 16K PRL from the 16K PRL antiserum with an ECg

17100 that of 23K PRL (0.2 vs. 20 nM, respectively). Western
blots probed with the 16K PRL antiserum stained the 23K

.and 16K  PRL standards with similar intensities (Fig. 18).

mmunocytochemical Detection of a 16K PRL-Like Antigen
in lhp H)polhalumlc-\curohypoph)seal System. Immunocy-
tochemistry performed with the 16K PRL antiserum showed

‘a’positive: signal throughout the anterior hypophysis (Fig.
2B): indistinguishable from that obtained with the 23K PRL
~“antiserum (Fig. 24). In the neurohypophysns the 16K PRL

ntiserum showed positive staining homogencously - distrib-
ited lhroughoul the section (Fig. 2B), whereas no posmve

-immunoreaction was observed when the 23K PRL antiserum

‘was used (Fig. 24). Neither antiserum stained the interme-

“diate hypophyseal lobe (Fig. 2 A and B). 16K PRL immuno-

staining was eliminated from both the anterior and neurohy-
pophyses by preabsorption with 16K PRL (1 uM: Fig. 2C)
and 23K PRL (10 uM: not shown). However, the:immuno-
reaction was not modified by preabsorption with vasopressin
(200 uM). oxytocin (200 uM), neurophysins 1 or IT (20 uM;
not shown). Cells that corresponded in size to magnocellular
neurons were heavily stained with the 16K PRL antiserumin
both the hypothalamic PYN and the SON (Fig. 2 D and £).
Consistent with the location of the immunoreactive perikarya
in the above nuclei, nerve fibers were labeled in the internal
Jlamina of the median eminence (Fig. 2F), the pathway of
magnocellular neuronal projections from both nuclex towards
the neurohypophysis (17).

Western Blot Detection of 16K PRL-Like Amlgens in the
Hypothalamic-Neurohypophyseal System. Neurohypophy-

. seal extracts and the medium from incubated neurohypophy-

ses were analyzed by Western blots probed with the 16K PRL
antiserum (Fig. 3). In neurohypophyseal extracts, the immu-
noreactivity was associated with a predominant protein band
with a migration rate corresponding to an apparent molecular
mass of 14 kDa and with less-abundant proteins with appar-

o
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5.001 001 01 .1 10 100 0@ 100 S50 25 100 50 25

nM PRLs:- 23K 16K

FiG. 1. (A) Displacement of 131-16K PRL from the 16K PRL

antiserum {1:20.000) with increasing concentrations of 16K and 23K
PRL standards. Values are meuns of triplicate determinations. (8)
Different concentrations of the 23K and 16K PRL standurds sepa-
rated by SDS/PAGE, blotted into a nitrocellulose membrane, and
probed with the 16K PRL antiserum (1:500).
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F1G. 2. (A-C) Hypophyseal horizontal sections showing the
anterior (AH). intermediate (1H), und neural (NH) lobes: immuno-
reaction with 23K PRL A} or 16K PRL (& and C) antisera {1:500),
In C,the 16K PRL antiserum was preabsorbed with 16K PRL (1 uM).
(D-F) Immunoreaction with 16K PRL antiserum (1:500) in the
hypothalamic PYN (D) and supraoptic nucleus (SONJ(E) and in the
internal fumina of the median eminence (£ ). Labeled magnocellular
neurons {arrows) are indicated. Results are representative of 10
independent experiments. (x10.)

ent molecular masses of 23 and 25 kDa. The 14- and 23-kDa
immunoreactive proteins were present both under nonreduc-
ing conditions and after reduction of the proteins with 5%
(vol/vol) 2-mercaptoethanol, whereas the 25-kDa protein
disappeared under reducing conditions. Medium conditioned
by neurohypophyseal cultures, while being devoid of many of
the proteins in the neurchypophyseal extract, consistently

showed the presence of the 14- and the 23-kDa immunore-
active proteins. A 5-fold higher concentration of the 14-kDa’

over the 23-kDa immunoreactive protein was found (15 and
3 ng/ul, respectively) in the conditioned medium by densi-
tometric analysis calibrated with different concemrauons of

the 23K PRL standard. No 25-kDa’ immunoreactive protein.: -
was detected m the. condmoned medlum by nonreducmgi

koa T ¥ kDa -

- Zg2
N oo -45 ‘; K
b L et

23-‘__ I e

6 - ey mH450

23K 16K EXTRACT G MED
PRLs NH
NR R

FiG.3. Blots probed with the antiserum to 16K PRL (1:5(Kli (‘ronﬁ

a neurohypophyseal (NH) extract and medium conditioned (C Med).
by incubated neurohypophyses (1 h in Krebs—Ringer solution -at-

37°C). Proteins were separated by SDS/PAGE under nonreducing
(NR) or reducing (R} conditions. The migration positions of 23K and
16K PRL standurds and motecular mass markers are mdlcnlud atleft
and right, respectively,

Proc, Natl, Acad, Sci. USA 91 (19%)

Western blots (not shown), When in equal amount of the 16K
PRI. standard was added to either the neurohypophyseal
extract or the conditioned medium before. Western blot
analysis, (wo bands thit comigrated with ‘the 16K PRL.
standard and the 14-kDa immunoreictive protein were ob.
served in both mixtures tnot shown),

inhibition of Endothetial Cell Profiferation by the Condi-
tioned Medium of Incubated Neurohypophyses. At 12,5 aM,
16K PRL. inhibited the bFGF-stimulated proliferation of
BBCE cells, while the same concentration of 23K PRL had
no effect (Fig. 4A). The neurohypophyseal conditioned me-
dium (1:75) inhibited the endothelial cell proliferation stim-
ulated by bFGF, whereas the nonconditioned medium was
inuctive (Fig. 48). The inhibition of bFGF-stimutated BBCE
cell proliferation by the above concentrations of 16K PRL
and the neurohypophyseal conditioned medium was blocked
by coincubation with the 16K PRL antiserum (1:1000) (Fig.
4).

Detection of PRL. mRNA in the PVN, Total RNA prepared
from isolated PV Ns was reverse transcribed and amplificd by
using primers A, B, C, und D complementary to nucleotides
in exons 2, 3, 4, and § of the rat PRL gene, respectively.
Southern blot analysis of the PCR products after an ampli-
fication of 30 cycles is shown in Fig. 5. Amplification of the
PVN sumples with the PRL primer combinations'A/C, A/D.
B/C,and B/D vielded fragments of 388, 386, 220, and 418 bp,
respectively. The sizes of the amplified products were con-

A
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[PH{Thymidine, cpm x10-3
n
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g .
8 =2
.nl-

80

€0
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20

PH{Thymidine, com x 10-3

0
ED -

NG C C+
Anti-16K

BFGF -+ o+ o+ 4

=

FiG. 4. [*HJThymidine incorporation into BBCE cells was meu-
sured in response to the following conditions: (4) bFGF (50 pM)
alone or in combination with 12.5 nM 23K PRL, 16K PRL. or 16K
PRL together with the 16K PRL antiserum (1:3000 dilution). (&)
WFGF (50 pM) alone or in combination with nonconditioned (NC) or
conditioned (C) medin (1:75) or conditioned medium together with
the 16K PRL antiserum (1:}1000 dilution). Conditioned medium
contained the 14-kDa i reactive protein at 12.5 nMin the finul
concentration tested. Vatues are means of triplicate determinations.
s, 7 < 0.05 v\, corresponding controls.
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1 2 34 5 6 78910
bp
sos- i -
418 -
ee- @ . - ®

220- ® [ J

AT + + + + + + + + + -
AH cC "PVN

F1G. 5. Southern blot analysis of PCR fragments from reverse-
transcribed tota! RNA from the anterior hypophysis (AH), cerebral
cortex (CC), and PVN, amplified (30 cycles) with different rut PRL
c¢DNA primer combinations. Lanes 1 and 6, amplified fragment with
primer A and C (388 bp): lanes 2 and 7, primers A and D (586 bp):
lanes 3 and 8, primers B and C (220 bp); lanes 4, 5, 9, and 10, primers
B and D (418 bp); lane 10, without RT (negative control with RNA).
Hybridization was with primer B, The size of the fragments is
indicated. Autoradiographs for PVN and CC were expaosed for 16 h
with an enhancing screen and the autoradiograph for AH, 1 h without
screen.,

sistent with the predicted sizes for the full-length 23K PRL
mRNA and identical to those amplified by the same primer
combinations in the'anterior hypophysls positive control. No
positive signal: was ~observed in cerebral cortex, where no
lmmunostammg was- detected (not shown). Similarly, no
signal was delecled in the absence of RT (negative controls).
The cyclophllm genc was amplified in the PVN and anterior
hypophysis (not’ shown) No smaller products were detected
that could relate to an alternative spliced transcript even after
a 60-cycle dmphfcatlon (not shown),

PRL-Cleaving 7 Enzymes: in. the. Hypothalamic-Neurohy-
pophyseal S)slem. The incubation of 23K PRL with acidified
membrane- extracts’ from the. PVN “or. neurohypophysis re-
sulted in the proteolys:s of added PRL to yield cleaved PRL,
as evidenced-by: ‘Western blots probed with the 16K PRL
antiserum carried oul under nonreducmg and reducing con-
ditions. A~25kDa mmunoreactive - protein was generated
(not shown), which upon reduction dissociated into 16K PRL
(Fig. 6). The PRL: cleavmg enzymauc activity of the PVN
was less potent than that oflhe neurohypophysis, since some
23K PRL remained after incubation with the PVN extract but
not after the mcubanon wnh thc neurohypophyseal extract.

DlSCUSkS‘lO,N

This report demonsti he presence of PRL mRNA in the
hypolhalamlc—neurohypophyseal system of the rat and indi-
cates at this sit¢'not only-the synthesls of PRL but also its

preferential posltranslallonal processing into a lower molec-
ular weight form, In addition, we have found a case in which
a small molecular weight form of PRL, a 14-kDa fragment,
predominates over the full-length 23K PRL. We also show
that this 14-kDa molecular form' shares immunological and
biological properties with 16K PRL., a fragment of PRL with

F . kDa

- F1G.6. Reducing Western blot probed

-— - _ 3 with the 16K PRL antiserum showing the

N t proteolysis of PRL (2 ug) after incubation

S —16 withmembranes (3 ug of protein) from the

PVN, the neurohypophysis (NH), or in

the control incubated without tissue (C).

- Results are representative of three inde-
PVN NH C pendent experiments.

Proc, Nail, Acad. Sci. USA VL {1994) 10387

well-characterized untinngiogenic properties and recently
discovered natriuretic effects.

PRL. syathesis has been reported in several extrahypophy-
seal tissues, including the brain. Production of brain PRL has
been supported by immunocytochemicil, RIA, and bioassay
data from normal and hypophysectontized animals (18-20).
Using RT-PCR, Emunucele und colleagues (21} demonstrated
the presence of PRL mRNA in whole hypothalumus und in
several brain extrahypothalamic regions. indicating the ex-
pression of PRL in the brain, Evidence for the molecular
heterogeneity of brain PRL has been provided. Different
antigenic determinants have been proposed to exist in brain
and pituitary PRLs (22). and Western -blot: unalysis has
indicated the presence of cleaved PRL in homogenates of
whole hypothalamus (5). Moreover, the brain was shown to
contain not only the 23K PRL mRNA but also a deletion
mutant that encodes a protein wnh a prcdlcled molecular
mass of 16 kDa (21).

In this study we have used polyclonnl anubodxcs dlrected
against the 16-kDa N-terminal fragment of PRL coupled with
immunocytochemical techniques 1o investigate the endoge-
nous localization of 16K PRL-like proteins. The antiserum is
specific for 16K PRL with low potency to react with 23K PRL
in solution and has no crossreactivity. with’ several major
peptides from the hypmhdlamlc—neurohypophysc.'11 system.
lmmunocyluchcmlcal images are consistent. with the. local-
ization of 16K PRL-like antigens in the hypolhdl.lmlc-
ncurohypophyseal system of the rat, The immunoreaction
was found in magnocellular neurons within the PVN and
SON, in their neuronal projections towards the ‘neurohy-
pophysis (internal lamina of the median eminence). and in the
neurohypophysis itself,

The ﬁndmg of PRL in the hypolhalamlc-neurohypophy-
seal system is somehow surprising. Using:antisera: raised
against 23K PRL. most reports failed to detect immunore-
active PRL in the PV N and in the neurohypophysis, although
they did indicate PRL-immunopositive cells in the SON. but
only after the inhibition of axonal trunsport by colchicine
treatment (19). Considering that PRL fragments such as 16K
PRL have low immunoreactivity with 23K PRL antibodies
(6). we propose that the failure to detect PRL immunoreac-
tivity in this system by prior studies was due to the predom-
inance of small fragments of the protein, :

To further characterize the 16K PRL-like antigens found in
the hypothalamic—neurohypophyseal system, we. analyzed
neurchypophyseal extracts by Western blots probed with the
16K PRL antiserum. The immunoreactivity found in the
neurohypophysis was associated with a protein of an appar-
ent molecular mass of 14 kDa, and with less abundant 23- and
25-kDa proteins, indicating that the 14-kDa molecule is the
main protein recognized by the 16K PRL antiserum in the
immunocytochemical studies. In support of the 14-kDa pro-
tein as a PRL fragment, we have observed that the discrep-
ancy of =2 kDa between this protein and 16K PRL does not
appear to involve an artefactual protein mobility due to
interference with matenial from the neurohypophyseal sam-
ples. 16K PRL standard added to neurohypophyseal extracts
or conditioned media migrates to a 16-kDa position as a band
distinct from that of the 14-kDa immunoreactive protein, The
14-kDa protein could correspond to a proteolytically pro-
cessed product of 16K PRL or to an independent product of
PRL proteolysis. During recombinant synthesis of primate
PRL, Cole and colleagues (23) observed a cleavage site at
lle-133 that could generate a PRL fragment of approximately
14 kDa. Two other immunoreactive proteins were detected in
the neurohypophysis that comigrated with 23K PRL and
cleaved PRL. respectively. The fact that the 25-kDa protein
disappeared under reducing conditions favors its nature as
cleaved PRL. However. the 25-kDa protein did not resolve
into a 16-kDu bund under reducing conditions as would have
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been expected for cleaved PRL. albeit a stight contribution of
the 25-kDa protein to the 14-kDa band cannot be ruled out.

The relatively low amounts of 23K PRL found ure in ugree-

ment with its I.uk of duu(mn by nmnmnmyluclunm.nl
studies,

We found:an: .|dd|l|on.|l 16!\ l’RL lll\c pmpcny of, (hc o
14-kDa lmmunun.ucuv«. protein by analyzing the .mn.lnyo-‘ S
genic bioactivity uflhc wndmomd medii of m.uruhypophy-, P
seal . cultures.” TheXinvirroZinhibition” of - endothelial scell .
proliferation’is a’specific effect of 16K PRL not shared with

23K PRL (7,-8)."The conditioned medium inhibited BBCE
cell proliferation, and this inhibition was blocked by the 16K
PRL antiserum:"Accordingly. inhibition of endothelial cell
proliferation by the ‘conditioned medium involves immuno-
reactive 16K PRL:like molecules. We have shown that this
medium contains two such molecules, a 14-kDa and a 23-kDa
protein; The inhibition is not likely to involve the 23-kDa
protein, since, as prevnously reported, and confirmed in this
study, 23K PRL is incapable of inhibiting growth of endo-
thelial cells; On the other hand, the 14-kDa immunoreactive
protein is present in conditioned medium in a higher concen-
tration (5-fold) than 23K PRL. In fact, the tested dose of the
conditioned medium contained the 14-kDa protein at 12.5 nM
and displayed an inhibition of magnitude (40%) similar to that
produced by 12.5 nM 16K PRL. These results support the
idea that the 14-kDa protein could correspond to an endog-
enous form of PRL with 16K PRL-like actions. Definitive
identification of the 14-kDa protein awaits determination of
its primary amino acid sequence,

We have investigated whether these members of the PRL
family are synthesized locally and whether the 14-kDa form
could result froman alternatively spliced PRL message or the
posttranslational modification of 23K PRL. In isolated
PVNs, RT-PCR amplification and Southern analysis revealed
products with the same size of those predicted for the
full-length 23K PRL mRNA, and thus, identical to those
amplified in the anterior hypophysis. Emunuele and col-
leagues (21) detected a deletion mutant mRNA in the rat
hypothalamus, which lacks exon 4. We failed to detect such
a fragment, even when a probe specific to exon 3 was used.
These results indicate that the full-length PRL mRNA is
expressed in the PVN, and thus support the conclusion that
PRLs found in the hypothalamic~neurohypophyseal system
are produced locally. Furthermore, the results show that the
14-kDa immunoreactive protein is generated not by an alter-
native splicing but by the proteolysis and reduction of the
23K PRL molecule. These conclusions are substantiated by
the finding of small amounts of 23K PRL and cleaved PRL,
together with the PRL-cleaving enzymes in the PVN and the
neurohypophysis.

The functional implication of an antiangiogenic factor
produced in the hypothalamic-neurohypophyseal system is
not clear. Of interest is the fact that magnocellular neurons in
both the PVN and SON express high levels of vascular
endothelial growth factor (VEGF) mRNA (24), A more direct
implication for the localization of a 16K PRL-like bioactive
molecule at this site is derived from the observation that
systemically administered 16K PRL. but not 23K PRL,
stimulates sodium and water excretion in the anesthetized rat
(C.C. and W. K. Samson, unpublished observations). This
finding is consistent with the well-known role of the hypo-
thalamic—-neurohypophyseal system in the regulation of fluid
and electrolyte homeostasis (25). In this regard it has long
been claimed that the neurohypophysis secretes a natriuretic
peptide that acts as a Na* K~ -ATPase inhibitor (26). Re-
cently the 2.5-kDa joining peptide of the proopiomelanocor-

2 HIK

21, _Emanvuele, N. V., Jurgens. J K ~Halloran;

Proc. Nail, Acad. Sci. USA V1 (1994)

tin molecule was purified from neurohypophysis as 4 Na'
pump inhibitor, although it has lower activity than expected
(27). The presence of the biologically active 14-kDu PRL-like
maolecule found in the h)pulh.nlunm ~neurohypophyseal sys-
tem could mnlrlhuu. to th‘ n.urmruu. .u:lmly found al this
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Immunoreactive prolactins of the neurohypophyseal system display
actions characteristic of prolactin -and 16K prolactin

F.J. Lopez-Comez, L. Torner, S.Mejia, G. Martinez de la Escalera & C. Clapp

Newrobiology Center, National University of Mexico, 04510 Aevco City: Mevico

We have described the expression of the prolactin (PRL) gene
and the occurrence of PRL-like immunoreactive proteins in the
hypothatamic-neurohypophyseal system -of the rat. Here, we
investigated the nature of neurohypophyseal PRL-like' antigens,

by studying the biological aclivily of medium - conditioned :by
incubated neurohypophyses in specific bioassays for PRL and for:

the 16kDa N-terminal fragment of  PRL- (16K’ PRL

Neurohypophyseal conditioned medium (NHCM) obtained - ahef{,
incubating neurohypophyseal lobes (1 h at 37°C} was enriched "' -

with proteins of 14 kDa and 23 kDa, that crossreacted with PRL-

and 16K PRL-directed antisera. The NHCM stimulated in a dose- .

dependent fashion the proliferation - of - Nb2-lymphoma PRL-

dependent cells. This effect paralleled that of PRL and .16K- PRL::

standards and was neutralized by different dilutions of both PRL-
and 16K PRL-antisera. Also, the NHCM inhibited the proliferation
of endothelial cells in culture, an antiangiogenic-effect exerted

by 16K PRL. The antiangiogenic cffect of the NHCM was parallel ",
s (Clapps e al;
- medium conditioned by incubated neurohypophyses inhibited

to that of 16K PRL standard and . neutralized by 16K PRL

antiserum in a dose-dependent fashion.’ These results “indicate '~ -
that NHCM contains proteins that share receptor activation pro- =
perties as well as antigenic determinants with both PRI. and 16K - -

PRL.

Keywords: brain prolactin; prolactin’ isoforms: neuroh)poph)ﬂs,
angrogenesis; Nb2 cells R

Introduction

Prolactin (PRL):is!"a. polypeptide: hormone - that exhibits 'a
wide spectrum::of. molecular: polymorphism. The - major
variant form ‘of;PRL
chain with a molecular mass of 23 kDa (23K-PRL), is known
1o be subjectedto}post-translational -modifications -that in-
clude glycos:lduo . phosphorylation and specific proteolytic
processing (Sinha;*1992).7 Posttransiational events have been
proposed as :mechanisms’:for. generating diversity in the
biological actions of PRL (Sinha, 1992). Accordingly, it has

been shown' thatthe proteolytic cleavage and subsequem'

reduction”of 23K PRL’ generates. molecular variants with
specific functions, ‘Clca\ed, PRL. u variant with a nick at Tyr
145, specifically enhances proliferation of gonadotropes and
thyrotropes, an effect not caused by 23K PRL (Andries et
al., 1992). Moreover the 16 kDa N-terminal fragment of PRL
(16K PRL) inhibits the proliferation of endothetia) cells as
well us other events of angiogenesis. i.e.. the formution of
new capillary blood vessels (Ferrara et al., 1991: Clapp et ul.,
1993). 23K PRL does not affect such events of the
angiogenic process (Ferraru er al.. 1991; Clupp et al., 1993).

Although the anterior pituitary glund is known 1o be the
mujor site for the synthesis und seeretion of the PRL fumily
of hormones, there are other known sources. including the
bruin (Dutt ¢z af.. 1994). It has been recognized that the PRL
gene is expressed in the central nervous system, p.lrmuldrl\
in the hypothalamus, although the PRL trunscripl is present
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constituted: by:“a single polypepnder

in very low abundunce (Wilson e al, 1992; Dutt er al..
1994). The molecular heterogeneity of bruin PRL is substin-
tisted - by “described - ditterences in the molecule’s epitopes
(Hurlan & Scummell, 1991), size (Emanuele ez al.. 1986, 1987;
1988) and blOdLll\'l() (Emanuele-er- ol 1986} with
‘anterior: pituitary PRL. Moreover. both a PRL

mel\A with "identical ‘sequence 1o’ thutof anterior. pituitary
“PRL (Wilson er al.. 1992), us well as an ulterndtively spliced

PRL mRNA huvc been identified in-brain tissue {Emanuele
erali, 1992),
In u_recent study, with the use of the reverse trunscription-

: pulvmcr.lsc chain reaction we found the full size PRL mRNA

inthe  hypothukemic-neurohypophyseal system of the rat
{Clapp ¢z al. 1994). Consistent  with this result,- PRL-
immunoreactive proteins with a predominant molecular mass

‘of 14 und 23 kDa were detected in neurchypophyseal extricts

and found to he secreted by neurohypophyses in culture
1994; Torner er afl., 1994}, Moreover the

the proliferution of endothelial cells in culture (Clapp er al.,
1994),. Thus we have hypothesized that PRL gene is exp-
ressed - in the hypothalamic-neurohypophyseal system und
that=~ the " protein “ is  modified, - through tissue-specific

i mechanisms, toyield variunt” forms with specific functions.

Inthis paper. we have tested the above. hypothesis: by
investigating the nature of the neurohypophyseal PRL-
immunoreactive proteins - through _ the - characterization ™ of

- their biological activities in cell proli&r.llion assays specific
.. fori 16K PRL (endothelial «.cllx in cuhurc) and. 23K PRL

(Nb’ lvmphonm ce"s)

Resulfs_ -

Wesiern blot detection of PRL-Ii anllgcm in nu-dlum
wmlmom'rl M ncuhulwl neurahlpop/n e ;

Crossredcuvny ‘ol prowms in_: medium - condmoned by
incubated neurohypophyses with-PRL antisera was examined
by Western blot analysis.-As previously described (Clapp er
al.; 1994}, Western “blots. ‘probed “with ~ the 16K PRL
antiserum showed that the predominant immunoreactive pro-
tein present .in the ncurohypophyseal conditioned medium
(NHCM) has an apparent molecular mass of 14 kDa (Figure
1). A 23 kDa immunoreactive protein was also consistently
observed. These wo immunoreactive proteins present in
NHCM were also detected by an antiserum raised against
23K PRL (Figure 1A). Both the 14 kDu and the 23 kDa
proteins were defected alter reducing or not the sumples with
5"y fe-mercaptocthanol (Figure 1B). In Western blots probed
with pre-immunce serum. no bands of 14 kDa or 23 kDa were
detected (Figure 1A).

Effect of mediem conditioned by incubated newrohypophyses on
profiferation of N2 cells

The biological activity of NHCM was tested on the prolifera-
tion of Nb2 cells in culture and compared to the activities of
23K PRL and 16K PRL standurds (Figure 2). Both PRL
standurds stimulated the proliferation of Nh2 cells in u dose-
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Figure 1

i
neurohypophyscal conditioned medium (NHCM. neurohypophyscs

were incubated 1 h in- Krebs Ringcr at 37°C), were probed with'a :.

1:500 dilution ‘of -the 23K PRL antiserum (a23K PRL), 16K PRL

antiserum (216K PRL) or normal rabbit serum (NRS). (B) Blots -

from NHCM were probed with lhe antiserum to 16K PRL (1:500)
under non-r ing (NR) or reducing (R) conditi
rate (M,) of molccular wcnghl markers are mdlcalcd at left,

Y]
[=]
o

3
=]

[3H}-Thymidine ( cpm X 10°%)
o
»

o1 1 10 100 001 o1 110
NHCM (pl/ml) PRL (nM)

Figure 2 Stimulation b) neurohypophyscea! conditioned medium of
Nb2 cell proliferation. ['H] thymidine incorporation into Nb2 cells
was measured in response to increasing concentrations of neuro-
hypophyscal conditioned medium (NHCM) (0), and compared 10
the effects of increasing concentrations of 23K PRL (O). 16K PRL
(&), or preconditioned medium (@), The basal incorporation of |'H)
thymidine is shown (*). Starting a1 the 0.02 pl m) concentration, the
NHOM vithues were significantly higher (2<0.05) than basul vidues

d neurohypophyses. (A) Blots from: :

. The mlgrauon'
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dependent fashion, The proliferative effect induced by 10K
PRL showed u lower potencey than the one induced by 23K
PRL. ic.. 16K PRL hitd a one-half maximal response con-
centriation (ECyy) seven times greater than that of 23K PRL
or 45 pM 1y 6 pA1, respectively, Inereasing concentrations off
the. NHCM stumuluted the proliferation of -Nb2 cells in @t
manner parallel to that of both’ PRL. standards, while pre-
conditioned medium had no effeet, The. concentration of the
NHCM to give a half-maximal prohlv.r.unc effect was 1 pl/
ml. = Western 2 blotting dnd - densitometric “unalysis of the
NHCM, culibruted : against : different? concentrations of 23K
PRL standird: wi 10 estimate, lhc mnunlmuun of the

medium asi1:2

expressedias a functmn of: lhe csnma(ed conccntrauom ol'
cither: the 23 kDa' or¥ fthe {14 kDa immunoreactive proteins
;,.wc ECyiva f005 nd 045 nM respectively.

Inluhumn uf the Nb2 pru/lfcranw cjfvcl ¢ f
newrohy, /ll)p/ll'.\t'll/ comlmom'zl nu'dmm by 23K PRL and 16K
PRL antisera’;

The ublhly of un_nsem mised against 16K PRL and 23K PRL
to inhibit the' mitogenic activity of NHCM was tested (Figure
3). Nb2 cells'were incubated with NHCM (1 pl/ml) to obtain
a half-maximal proliferative effect. in the presence or absence
of cither PRL antisera. Serial concentrations of 23K PRL or
of 16K "PRL antisera inhibited in-a dose-dependent fashion
the stimulation 'of Nb2 cell proliferation induced by NHCM
or by 23K 'PRL’standard. Pre-immune serum had no effect.

Effect af neurohypophyseal conditioned medium on
hFGF-stimuluted proliferation of bovine brain capillary
um]'ulhcliul {BBCE) cells

Increasing concentrations of NHCM were tested on the pro-

liferation of BBCE cells stimulated by bFGF and their effects

)

—_
o
1

—
o
T

(24
=T

(3 H}-Thymidine ( cpm X 1074
Q
13

01 .1 1 10
Antisera (ul/ml)

Figure 3 Blockage by PRL antisera of the stimulation of Nb2 celt
proliferation induced by neurohypophysexl conditioned medium. ['H)
thymidine incorporation into Nb2 cells was measured in response to
neurohypophyseal conditioned medium (NHCM, al the ECy value
of | ugl-ml) in combination with increasing concentrations of 23K
PRL antiserum (@), 16K PRL antiserum (4) or normal rabbit
serum (© ). The basal incorporation of ['H} thymidine (*), and that
induced by NHCM alone (Q) are shown. The values for the anti-
16K PRL and the anti-23K PRL antisera co-culture, starting at the
0.5 and 1.0Oplml antiserum concentrations. respectively, were
significantly (2<0.05) lower than that of NHCM alone.
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were compitred to those of different coneentrations of car-
bamidomethylited 16K PRL standard (CAM-16K PRL)
(Figure 4). CAM-16K PRL wis used for this purpose, since
blockage of disultide bond formation by carbamidomethyla-
tion enhances the potency of T6K PRL to inhibit endothelial
cell proliferation (Fereary or al.. 1991). Administration of
NHCM - “inhibited. the bFGF-stimulated - proliferation. of
BBCE cells in i dose-dependent fushion’ that paraileled the
inhihitory. eflect-of CAM-16K PRL. The activity of NHCM

to inhibit BBCE cells proliferation expressed as a function of -

the estimated concentration of - the 14 kDa immunareictive
protein (7.2 ng/pl) gave an ECqy vulue of 5.4 nM, close to the
ECs, value of 13 nM observed for CAM I(!I\ PRL

Blockage of the Lf[]l'tl of m'umlnpnpln seal ¢ (mdumm'd nredium Ik

on endothelial cell pmhﬁ-ruuon hy IdA ‘PRL unu\urum

We next examined whelhcr mcrcasmg conccnlmuons of
PRL-directed antisera’ were: -capable - of. _neutralizing the
inhibitory effect of. NHCM:on he: bFGF. stimulated-BBCE
cell prol:fcmuon BBCE -cells - were incubated -with NHCM
(12 ul/ml) to-give a:half. maximal inhibition of cell prollllr.:-
tion, in_the presencc or absenice: of % either ; PRL antisera.
Increasing concentrations of 16K PRL antiserum blocked, in
u dose-dependent - manner,  the “inhibition - by NHCM of
bFGF-stimulated -BBCE : cell ¢ prollfemuon (Figure 5). Con-
versely, 23K PRL: antiserum: or, pre-immune serum at ditu-
tions of "up .to-1:100% had ::no* smmﬁcam effects on’ the
inhibitory acuvny of NHCM

Discussion

Our results' demonstrate that: PRL-like immunoreactive pro-
teins found in - the- medium: -conditioned - by incubated
neurohypophyses share bioactivities with both PRL and 16K
PRL. Proliferation of lymphoma Nb2 PRL-dependent cells
was stimulated by NHCM, and - this effect was neutralized by
a 23K PRL-directed antiserum. Proliferation of endothelial
cells was also inhibited by NHCM, and this effect was neut-

_. 40}
& 9
e
x
£
a8 30r_
)
S
kel
5 20 r -~
f *
@ .
(1] Y 1 4L ! i
0:7 10 100 1 10 100
NHCM (ut/ml}) 16K PRL (nM)
Figure 4 Inhibition hy neurohypophyscal conditioned medium of

bFGF-stimulated proliferation of endothelial cells, [*H] thymidine
incorporation into BBCE cclls was measured in response to bFGF
(50 pMm) alone (O) or in combination with i increasing concentrations
of neurohypophyseal conditioned medium (\'HCM) (Q). pre-
conditioned medium (l) or 16K PRI (A). The basal incorporation
of ['H] thymidine (*) is shown. Starting at the 12.5 gl:ml concentra-
tion. both the NHCM und the 16K PRL values were significamtly
lower (2<0.05) than that of hFGF alone,

nuclei (CLlpp etal,

Bioactivity ol neurchypophyseal prolacting
F ) oLoper Gomes ot 0!

ralized by o 10K PRL anuserum. These results indicate that
biologically active PRLs are secreted by the hypothalamic-
neurahypophyseal system, including o predominant 14 kDa
PRL-like fragment with antiangiogenic effects,

In o recent study we described the presence of immuno-
reactive PRLS in the hypothaliumic-neurohypophyseal system.
With the use of andntiserum directed against the N-terminal
16 kDa frugment- of PRL. we found that: the’ hypothalamic-
murnh)puph 1] system: contained - two PRL-like:antigens.
Lo u predominuntl4 kDa proteinZund small amounts-of u
23 kDa protein (Clapp et al../1994). The PRL nature of both
antigens und ‘their: local ‘production was substantiated by the
.|mphﬁcul|on. via the' palymerase chain’ reaction,: of . the full
size :PRL mRNAin “isolited : hypothulumic p.\r.mmmul.lr
1994). These results were consistent with
the: ‘expression - “of . PRL"in " the " hypothalamic-neurohypo-

‘physc.ll system’, and with* its” posttranslational * modification
‘into-a lower moleculur ‘weight fragment. The pn.cnc nature

of the neurohypophyseal immunoreactive: proteins: requires
further analysis. = .

In" the present study we have confirmed that the neuro-
hypophyses secrete 14 kDa and 23 kDa proteins that react
with the 16K PRL antiserum, and showed that these two
proteins also crossreact with an antiserum directed “against
23K PRL. Thus it is concluded that both immunoreactive
proteins share antigenic determinants with the 16K and the
23K PRL molecules,

We further investigated the identity of the neuro-
hypophyseal PRL-like immunoreactive proteins, by analysing
biological uctivities of the NHCM. In support to the PRL-
like nature of the neurohypophyseal immunoreuactive pro-
teins. the NHCM stimulated in @ dose-dependent fashion the
proliferation of Nb2 tymphoma cells. The effect was parallel
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Figure 5 Blockage by 16K PRL antiserum of the inhibition by
neurohypophyseal conditioned Ji of bFGF-stimulated pro-
liferation of endothelial cells. ["H] thymidine incorporation into
BHCE cells was measured in response 10 bEFGF (50 pa) alone (O) or
in combination with neurohypophyseal conditioned medium (NHCM,
at the ECy, value of 10pul mh in the absence (O) or presence of
increasing concentrations of 16K PRL antiserum (&), 23K PRL
antiserum (@) or pormal rabbil serum (©). Al values for the
anti-16K PRL co-culture were significantly (P#<0.05) higher than the
NHCM (O) control. Vitlues of 23K PRL antiserum- or normaul
rabbit serum- co-cultures were not significamt from the NHCM

control value. ) ‘
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1o that elicited by 23K and 16K PRL standards, and was
blocked by both 23K und 16K PRL-directed antisera.
Accordingly, in addition to antigenic determinants, the pro-
teins of the NHCM share PRL-receptor activation propertics
with both 23K and 16K PRL.

The Nb2 cell proliferation activity of the NHCM could be
due to the combined action of both the [14 kDa and the

23 kDu PRL antigens. or 1o the independent effect of either

one of them. The bioactivity of ‘the ' NHCM ‘expressed (in
terms of the sum of the estimated ‘concentrations of - both
antigens pave an ECy value 10- 1o 80-fold higher thun the
values obtained with 16K PRL and 23K PRL stundurds
respectively. The apparently low biological potency of both
PRL antigens could be explained in one of several ways. It is
possible that the concentration of both antigens wus overes-
timated, perhaps:due to a high reactivity of these proteins
with the PRL untisera, Alternatively, both neurohypophyscal
PRLs could have.u low biological activity. This possibility is
consistent with previous determinations of PRL-like bioac-
tivity from hypothalamic extracts in which a low PRL bioas-
say to immunoassuy ratio was demonstrated (Emanuele et
al., 1986, 1987), A low biological potency can be expected for
PRI fragments, The ECq value observed for 16K-PRL
(45 pM) was 7.5 times higher than that of 23K PRL (6 pM).

An additiona) possibility would be that the 14 kDa antigen is -

acting as-un antagonist of the, PRL receptor. According to
this possibility the 23 kDa antigen would be expected to have
a reduced effect in the presence of the 14 kDa immunoreac-
tive protein, Accordingly, the bioactivity of the conditioned
medium - expressed solely in terms of the 23 kDa antigen
showed un ECgq value (0.05nM) 8-fold higher than the
respective value of 23K PRL standard *(0.006 nMm).
Possibilities like the ones ‘raised above have been con-
sidered for the understanding of PRL signaling mechanisms.
PRL frugments ure currently being conceived as partial
agonists and:or antagonists of the PRL receptor (Fuh er al..
1993). It is now well uccepted that PRL activates the PRL
receptor by a4 sequentiul dimerization process that yields an
active PRL-(receptor)y complex (Cunningham er al. 1991;
Fuh er al.. 1993; Hooper er al.. 1993: Rui er al.. 1994). This
mode of activation implies thut there are two receptor bin-
ding sites on the PRL molecule und that PRL binds through
the first site (Site 1) to a receptor und then through the
second site (Site 2) to a second receptor. PRL analogs with
mutations at Site |- or Site 2 act as partial agomsls or
antagonists - of. the - receptor, . respectively. " For . instance

mutants of hGH which bind tightly' with'Site"]. but not with
Site 2 are potent antagonist of the PRL: rcceptor and vir-
‘1993).0n -

tually inactive on.Nb2 lymphoma cells (Fuh et al.;
the other hand.a*hGH mutant with :Site :2: ln(dcl but with a
compromised Site. ], acted ‘as a pnrual agonist:on Nb’ cells,

with an ECy, value 12' times’ higher than that of. native hGH *

(Cunningham & :Wells; 1991; Fuh et al.;11993). In a similar
way, 16K PRL could.be acting'as a_partial agonist for the
PRL receptor.because-the C-terminal ‘end of ‘the molecule is
at Tyr 145 (Baldocchi- er al.,'1993) and’thus a group of
amino acid residues (167-191), presumed to be part of Site |
{Cunningham & Wells, 1989), have been lost. Along the same
line a role for the neurohypophyseal 14 kDa PRL as a partial
agonist and or antagonist at the PRL receptor level are open
possibilities that need to be addressed following the
purification and sequencing of the protein.

The functional significance of the PRL variants found in
the hypothalamic-neurchypophyseal system may lie on their
ability to subserve different functions. For instance. 16K
PRL while being a weak agonist of the PRL receptor. is a
potent inhibitor of ungiogenesis (Clapp et al.. 1988. 1993:
Ferrura er al.. 1991), an effect not shared with 23K PRL. We
previously showed that the PRL-like molecules present in the
hypothalamic-neurohypophyseal system exert an antiangio-
genic-effect similar to that attributed to 16K PRL (Clapp et
al.. 1994). Here we show that inhibition of ¢ndothelial cell

. corresponding radioimmunoassays (Clapp et al.,

proliferation by the NHCM oceurs in a0 dose-dependent
tashion that parallels the dose-related antingiogenic effect of
16K - PRL standurd. In addition. seriat dilutions of the 16K
PRL antiserum neatralize, in a dose dependent manner. the
antiangiogenic-eflect of the NHCM. In support (o the
I kD protein as- the likely antiungiogenic-molecule, we
found that the activity of the NHCM expressed in terms of
the estimated “concentrution . of the 14 kDa™PRL antigen,
showed “iun ECyy value close to that obtained with 16K PRL
st indird.

The 23K l’RL antiserum, even at a 1:100 ditution. did not
neutralize the untiangiogenic effect of the NHCM. The selec-
tivity of the 23K PRL antiserum to neutralize the NHCM
effect.on -Nb2 cells, but not on endothelinl cells, could be
explained 'in ‘one of several wiys. It is possible that this
antiserum . recognizes epitopes in' neurohypophyseal PRLs
thut ure part of the binding region to the PRL receptor but
not to the 16K PRL receptor, and thus block: the activation

of the former but not of the latter, High affinity, specific

binding sites for 16K PRL are present_on endothelial cell
membranes and  have “been ' proposed -as- the receptors
mediating the antiangiogenic effect of 16K PRL (Clapp &
Weiner, 1992), These 16K PRL receptors differ structurally
from the PRL receptor and do not bind 23K PRL (Clapp &
Weiner, 1992). Thus it is likely that epitopes associated to the
16K~ PRL receptor-binding region are not present in 23K
PRL and thus not recognized by the 23K PRL antiserum.
Ahernatively, the 23K PRL antiserum may bind to epitopes
distinct to’ either receptor-binding region. Once bound. the
antibodies could alter the molecular conformation required
for binding to the PRL receptor but not the one required for
binding to the 16K PRL receptor. Similur mechunisms have
been proposed to explain the selective neutralization activity
of PRL monoclonal antibodies of the action of PRLs from
different species. (Scammell ¢ al.. 1990).

At uny event. it is likely that the 23K PRL antiserum does
not recognize all the epitopes of the neurchypophyseal PRLs
that are recognized by the 16K PRL antiserum. This is
plausible since differences in three-dimensional structure of
16K PRL. attributed to the lost C-terminal end of the 23K
PRL molecule, might have created new epitopes that are now
recopnized by 16K PRL-directed antibodies. Accordingly in
assays where the three-dimensional structure of the molecules
is ‘preserved, the specificity of both the 23K PRL- and the
16K PRL-antisera increases. For instance; there is a low
(1-2%) crossreactivity of 16K PRL and 23K:PRL in the
1988, 1994).
Moreover, with lmmunocytochemlstry. the: IGK PRL anti-
serum . clearly recognizes PRL-like antigens in<the. hypo-
thaldmlc-neurohypoph)seal system (Clapp er al.;:1994), while
the 23K PRL antiserum fails to detect the neurohypophyseal
PRL-like immunoreactivity (Snaud et al.; 1980 Harlan et al.,
1989; Paut-Pagano et al., 1993),

In support_to the bnosymhesm of-the PRL sanams by the

" hypothalamic-neurohypophyseal system we have detected the

PRL mRNA in isolated paraventricular nuclei (Clapp et al.,
1994). Morcover, these prolactin variants appear to enter the
neurohypophyseal secretory pathway. as indicated by the
observed in viiro release of PRL-like immunoreactive pro-
teins following potassium-induced depolarization of hypo-
thalumic-neurohypophyseal explants (Torner er al.. 1994). On
the other hund. we have not detected the 14 kDa PRL-like
immunoreactive protein in extracts of anterior pituitary
glands, isolated lactotropes, or in the medium of cultured
lactotropes (Torner e «f.. 1994, unpublished observations).
Morcover, we huave not been able 1o detect immunoreactive
PRLs in the hypophyseal intermediute lobe (Clapp et af.,
1994). These data allow excluding a possible contamination
of ncurohypophyseal PRLs with PRLs from adenohypo-
physeal luctotropes or hypophyseal-intermediate lobe cells.
Furthermore PRL-like antigens were detected throughout the
hypothulumic-neurohypophyseal system. i.e. somas. axonal
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projections and terminals of magnocellular neurons from the
paraventricular and supraoptic hypothalamic nuclei (Clapp e
al. 1994).

1t is not clear what are’ the Functional implications of
m.'uruh)puplwsc.ll PRLs and. in particular,. of an “anti-
angiogenic-PRL moluulc at: this site; Anveffect: on'local
vascularization: is-“phiusible::- For instance.
neurons within h)polhdhlmlt paraventricular-and supraoptic
nuclei are’ known to-express: high: levels. of. vascular
endothelial growth - fuctor (VEGF) mRNA (Ferrara or al.,
1992). On the other hiand. the presence of this PRL variant in

a neuroendocrine system raises its potential hormonal iction

upon distant turget” tissues. - Accordingly, we have observed
Ca**-dependent release of the 14 kDa antigen by incubated
m.uroh)pophyses and detected a 14 kDa PRL immunoreac-

tive molecule in the circulation of the rat (unpublnhcd obscr-

vations).
The involvement of PRL-like molecules in the control of

angiogenesis is being mcreusmgl) supporled Proliferin ‘and".
proliferin-related protein, two proteins with extensive amino- -

acid sequence homolog\' to’ PRL, were shown to-stimulate
and inhibit angiogenesis; respectively (Juckson et al., 1994).
Similarly our. results - suggest . that : the : neurohypophyseal
14 kDa PRL, may. constitute a new member_of ithe: PRL
fumily likely to be mvolved in thc rcL.ul.umn of Jngnogcnms.
as well, .

Materials and melﬁods:“"

PRLs

Rat PRL [B-G;'Nu(iomﬂ Hormone and Pituitary Prdgrum

(NHPP)} was used as the 23K PRL ‘standard and as’the
source for the production of 16K PRL. 16K PRL . wus
isolated after the enzymatic proteolysis of 23K PRL by a
particulate fraction from rat mammary gland homogenates.
disulfide-bond reduction and gel filtration as reported (Clapp.
1987). A portion of the 16K PRL preparation was car-
bamidomethyluted (CAM-16K PRL) by its reduction with
dithiothreitol under denaturing conditions and subsequent
alkylation with jodoacetamide (Ferrara et al., 1991).

PRL antisera

The anti-rat 23K PRL serum (S-9) distributed by the NHPP
was used. 16K PRL has a low crossreactivity (2%.that of
23K PRL) with this untiserum in the 23K PRL RIA (Clapp
et al., 1988). The 16K PRL antiserum  was raised in rabbits
against the 16K PRL non-carbamidomethylated preparation
described above. The specificity of this antiserum in the 16K
PRL RIA has been reported previously’ (Clapp et al., 1994).
Briefly, 23K PRL has a“reduced crossreacuvlty (1%-that:of
16K PRL) with'th T.IA,GK PRL anitiserum, while growth hor-
mone, oxytocin, vaso| .

Animaly

Adult male Wistar rats (200 ’50 e) were l\cpl inun’ cnvnron-v

ment of constant. lempcrulure ‘and controlled day-night c)clcs
und received food:and” " ater ad libium. . Their pnmmry

glands were removed follomng decapn.mon .md the .mxenor -

fobes were dlw.ued out under the: xmcroxcop

Incubation of m'umln pupll VSEN:

The ncuroh)poph)sedl Ioba.s were \\ashcd in’ Ca** -deficient
Krebs- RmL.cr solution for .10 min “at" 37°C. and incubated
individually in- 20 ul -of - Krebs:Ringer solution” for 1 h™at

mubnmcllul.xr‘

“Nb2 cell line as, detailed  previously (Tunaka et al.,

Bioactivity of neurchypophyseal prolacting
Foo Lapes Gomes o1 g

37°C, The resulting conditioned media were pooled, concent-
vated (10 x, Centricon 10, Amicon, Beverly, MA) and stored
in aliquots at = 70°C,

Westorn blor-densitomerrie analysis: -

Conditioned medium (10 pl) was subjected to SDS-PAGE as
previously ‘described (Clapp ¢f ol 1994). Medium proteins
were: blotted onto nitrocellulose membritnes, probed with a
1:500 dilution of the 16K PRL or the 23K PRL-antisera, and
developed: by using the ulkaline phosphatase second antibody
kit (Bio-Rad Labs). To determine the concentration of the

16K PRL reference prepariation and of .the PRL immuno-

reactive proteins of the conditioned media, different dilutions
of the respective samples were blotted and probed with the
16K PRL untiserum. The blats were then subjected to a
densitometric analysis (Fotoanalyst-Fotodyne, Greensboro,
NC.. USA) calibrated with different concentrations of the
23K PRL stundard processed within the samc blot, as
previously described (Clapp, 1987).

. Cell proliferation assuys

Nb2 cells " The PRL activity of the conditioned media was
measured -using . the lactogen-dependent rat T-cell lymphoma
1980).
Briefly, the cells (kmdl\ provided by Dr. Peter Gout, Cancer
Control Agency. of - British  Columbia, - Vancouver, B.C..

" Cunadi) were ‘maintained as suspension cultures in high

glucose-Dulbecco’s Madified Eagle's medium supplemented
with: 10% - horse serum, 10% fetal calf serum. 07y B-

;mercaptocthanol and penicillin:streptomycein (50 U/ml). The

effect -of the conditioned or non-conditioned media wus
tested on Nb2 cell growth, in the presence or absence of the
PRL antiseru. Cell prolileration was determined in triplicate
12-mm tissue culture wells at a starting density of 2.5 x 10°
cells in 0.25 mi of the above incubation medium, but without
fetal -calf serum. The cells were incubuted for 72 h.” after
which ['H]-thymidine incorporation into cellulur DNA was
measured as an index of cell proliferation (Fcrmm et al.,
1991).

Bovine brain capillury endothelial cells  Bovine brain capil-
lary endothelial (BBCE) cells werc isolated :as ; previously
described (Ferrara er al., 1991: Clapp et al., 1993) and grown
in low ‘glucose-Dulbecco’s Modified Eagie’s medium,:supp-
lemented with 10% fetal calf serum, glutamine: (2 mM) “and
antibiotics (50 U/ml penicillin/streptomycin) as reported (Fer-
rara ef al., 1991; Clapp et al., 1993)..To assess cell prolifera-
tion, BBCE cells were pl.ued at-2,5 x:10% ‘cells?per’ 12 mm
culture wells in 0.25 ml of the above culture medium. bFGF

(50 pmM: GIBCO/BRL) alone or together.with medium’condi- - -

tioned or not by incubated neurohypophyses_
the wells every other day for 4 days. For lmmunoneutrahza-
tion studies different dilutions of either: PR L antisera . were
added together with the conditioned: medium:i On “day 4,
PH}-thymidine incorporation into cellular: DNA.: was: meas-
ured as reported (Ferrara er al 1991)

Dara anulysis

The data in Figures 2 to § are prgsuued as means * + SE‘H of

. lnph(..uu determinations of representative upmmums Com-

pansons of means were carried out-by: one-way: analysis of
variance (ANOVA) and_the Newman-Keuls® test: for- deter-
mining statistical differences between two treatment meuns in
mulmrc.nmem e\punmenls
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Resultados y Discusion:

Los resultados de este trabajo de
tesis consignados en las publicaciones
anteriores muestran la presencia en el éje
hipotdlamo neurohipofisiario de

protefnas con inmunorreactividad tipo

PRL.

En homogenados neuro-
hipofisiarios las protefnas
inmunorreactivas mostraron pesos
moleculares aparentes de 23 y 14kDa
respectivamente. Su masa molecular y el
hecho de que fueran reconocidas por
anticuerpos policlonales especificos
contra la PRL 16K en el propio tejido nos

hizo pensar que probablemente se tratusen

De tal forma, eni primer. Iugar no ‘
propusimos ahondar enla naturalem xp
PRL de ambas protefnas medlante
disefio de una estrategia que na
permitiera evaluar sus propledades
bioldgicas e inmunoldgicas. .

Para la caracterizacidn btoldgu:a

se obtuvieron medios condicionados por.

la incubacion de neurohipéﬁsf& en cultivo

neurohipof siario.
La caracr

inmunorreacti vas ‘a PRL' presentes en el’

MCNH. se reall.(i me(lmnw elecl/ oforews

de la propia PRL 23K y'de un fragmemo g

transferencia e inmunotincion con un
antisuero especlfico dirigido contra la
PRL 16K. De ésta forma se determing al
igual que en los homogenados
neurohipofisiarios la presencia
predominante de la protelna
inmunorreactiva de 14kDa, y en menor
proporcién la de 23kDa (Figura 3,
Trabajo A y Figura 1, Trabajo B). Mds
aiin, determinamos que un antisuero
dirigido contra la PRL 23K también era
capaz de reconocer a ambas protefnas
(Figura 1, Trabajo B). Estos resultados
demostraron que las protefnas
inmunorreactivas de 14 'y 23kDa
presentes en la neurohipdfisis cor artén
dete/mmantes aml‘gémcos con la 'PRLsr

corresponder a ésta variante. de:

: cuya presenc:a va se ha (lexcruo en.el
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cerebro95-97, aunque nunca antes en la
neurohipdfisis?®?, Por otro lado la
protefna inmunorreactiva de 14kDa podria
representar un fragmento de la PRL.,

El hecho de que este antfgeno de
14kDa comparta epliopes con la PRL
16K sugiere la posibilidad de que la
similitud estructural entre ambas
moléculas le permita ejercer efectos
similares, como serfa la inhibicion de la
angiogénesis. Para analizar si estas
protefnas neurohipofisiarias pertenecfan a
la familia de las PRLs analizamos sus
propiedades biolégicas mediante el
bioensayo de células Nb2.

Como..se “mencioné diversos
grupos harijﬂobf«merxtddo que las células
Nb2 son kdéﬁéﬁ(}iente.’s de PRL para
9, or.tanto, este bioensayo

nos results: “una herramzenta poderosa
para mvesngar si‘e MCNH “contenfa
PRLs btologlcamente activas.

Lo primero que realzzamos a esre
respecto fue la validacion del mtema

PRL 23K de rata y a la PRL 16K (Tabla' R
1, Figura 1, Trabajo B). ' ’

La respuesta obtenida para caa’a'—
una de las preparaciones de referenc:a fue‘
dependleme de la doszs admé f ada

sensibilidad del bmensayo” 30,5

Tabla 1. Resumen de los resultudos obtenidos
para el bioensayo de las células Nb2. Se
muestran las dosis medias obtenidas para cada
efecto y la susceptibilidad de ser bloqueado por
antisueros especlficos dirigidos contra la PRL
23K y I16K. Las dosis medias (ECsg) encontradas
para el MCNH se reportan en funcidn exclusiva
de las protelnas inmunorreactivas de 23 y 14kDa.

Bioensayo  Nb2
Agonista | ECso | ECsp | a23K | al6K
uliml | nM
PRL 23K - 0.006 + +
PRL 16K - 0.045 + +
MCNH 1.0 1.05 + +
23K
MCNH 1.0 103 + +
14K

La preparacén de referencia de
PRL 16K si bien estimulo la mitogénesis
de las células Nb2 con la misma eficiencia
que la PRL 23K lo hizo con una potencia

_siete veces menor (ECsp: 45pM) (Figura
*'2 Traba/o B). Ademds la pendiente de la

NER U r
Hicimos una curva dosis- respuesta a Ia e cur\a dosis- espuesta fue paralela a la

observada para la PRL 23K. Este :
resultado concuerda con reportes prewos

Cuando

la estimulacio‘ii

dependtenle de Ia do.\‘zs
observada en respuesta a Ias ’
preparaciones de referencla de las PRL? -
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23 y 16K (Figura 2, Trabajo B). Este
resultado sugiré la presencia de factores
lactogénicos con bioactividad de PRL en
dicho medio. i

La adicion de diferentes:
diluciones de un medio precondicionado

no afecté la proliferacion de estas células,
y por tanto el efecto proliferativo
dependié de la presencia de la
neurohipdfisis en el medio de cultivo.

El efecto mitogénico sobre las
células Nb2 inducido por del MCNH fue
bloqueado por anticuerpos dirigidos
contra las PRLs 23 y 16K
respectivamente (Figura 3, Trabajo B), y
dicho bloqueo fue dependiente de la

dilucén de anncuerpo adtcwnada (F zgura .

3, Trabajo B). ;
Estos hallazgos mostrar
MCNH comen{a anrfgenos ’

sobre las células Nb2?

Es posible entonces considerar
que si el efecto del MCNH se debe a las
protefnas inmunorreactivas de 23 'y
14kDa, la potencia bioldgica de las PRLs
neurohipofisiarias sea baja. Esta
posibilidad es consistente con otros
reportes en donde la actividad bioldgica
de PRLs cerebrales mostré una menor
potencia que la de la preparacidn de
referencia de PRL 23K sobre el
bioensayo de las células Nb2192,103,
For otra parte es posible esperar que el
fragmento de la PRL pudiese tener una
potencia biologica relativamente baja. En
este y previos reportes hemos observado
que la PRL 16K posee una menor

. potenaa quela prepar acion de referencia

de. PRL 73K ml es. el caso. de la

La ECso obtem

r eferencm
respecm'amenre (Tabla l )

N7 numero 4 aesta vananre Ie falla uno’ de

é?ico demanda el
e dos smos d ferenres de
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los dos sitios de reconocimiento (sitio-1)
involucrados justamente en la génesis del
dimero87-70,109-113  §; |qa molécula
carece de este sitio de union la capacidad
de esta variante para transducir senal

puede verse alterada y por tanto, el efecto’

inducido se propagarfa con una menor
eficiencia y actuar como un agonista
parcial87-70, o bién podrla no
transducirse y desemperiarse como un
antagonista al secuestrar a uno de los
receptores involucrados en la
dimerizacion!99-113_Asf es posible que
la PRL 14K pudiese actuar como
antagonista: del receptor de-PRL y por
tanto, modular neganvameme la
bloacm'tdad dela varlante de ’3ADa. En
apoyo a esta poszbzlldad 'exlsten trabajos

en dong_ig al generar-mutantes- de la

81 a “las  PRLs
neurohibbﬁs’iarias‘—l"'hdya sido
sobreestimada debido a que dichas PRLs
posean un’&” "‘i'r}yhiunorreac!ividad

aumenrada a' os armsueros utilizados y
que por lo tanto su potencia bioldgica real
sea similar a la de las preparaciones de
referencia.

En el bioensayo de células

endoteliales el MCNH . inhibid_la..

proliferacion esnmulada por bFGF de

dichas células en cultivo. Esta inhibicion
fue dependiente de la dosis y mostré una
ECsp de 54nM (Tabla 2, Figura 4,
Trabajo A~y B), similar a la de la
prebaracio‘n de referencia (Tabla 2).

La adicion de diferentes
diluciones de medio precondicionado no
dfectd la proliferacion de estas células.

1, ) h )

Tabla 2. R de los r
para el bioensayo de células endoteliales (CE). En
la tabla se muestran las dosis medias (ECsg)
obtenidas para cada efecto y su susceptibilidad de
ser bloqueado por el uso de antisueros
especfficos. La concentracién del MCNH esta
referida exclusivamente en funcidn del antlgeno
de 14kDa (SE: sin efecto).

Bioensavo  CE

Agonista | ECso | ECso | a23K | al6K

wlimi nM
PRL 23K | SE SE SE SE
PRL 16K - 13 - +

MCNH SE SE SE SE
23K

MCNH 12 54 - +
14K

El efecto antiangiogénico del
MCNH parece ser mediado por la
protefna inmunorreactiva de 14kDa y no
por la de 23kDa, ya que la PRL 23K no
tiene efectos sobre estas células. Esta
conclusién es reforzada por el hecho de
encontrar valores de ECsgp prdcricamente
similares entre la preparacién. de .
referencm de PRL 16K y yla p orefna
mmzmorreacn va de 1 4LDa presén e en elbx k

. MCNH (Tabla 2)
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En apoyo a la especificidad del
efecto, la inhibicidn inducida por la
concentracién media mdxima de la
preparacion de referencia y del MCNH se
bloqued mediante su coincubacion con el
antisuero dirigido contra la PRL 16K
(Tabla 2). Estos hallazgos indican que el
MCNH inhibe la angiogénesis y que este
efecto esta mediado por factores que
comparten determinantes antigénicos con
la PRL IGK.

Sorprendentemente la adicién del
antisuero generado contra la PRL 23K no

fue capaz de bloquear el efecio.
antiangiogénico tanto del MCNH ‘como;

a epftopes d:ferenles que Ios in volucr}zdos

dirigido contra la PRL 23!( podr(aymur.re j. .

en la region de reconocimiento por el
recepror. Una vez unidos, los anticuerpos
podrian alterar la conformacion requerida
para la union de la PRL a su receptor pero
no la requerida para unirse al receptor de
la PRL 16K. Mecanismos semejantes han
sido propuestos para explicar la
neutralizacion selectiva de anticuerpos
monoclonales sobre las acciones de PRLs
de diferentes especies!14115,

Otra posibilidad es que el
anuisuero dirigido contra la PRL 23K no
reconozca a todos_los. ep{topes que.

reconoce el annsuero dmgldo contra: Ia :
PRL:16K. Esta poslbxlzclad es: probable‘

unhza lm almsuero dlrzgldo comra la PRL,

\:1‘6K dzcho annsuero claramente
: reconoaé ant{genos npo'PRL en el SHN,

‘ mlemras que el annsuero dirigido contra

la PRL‘ 31( fue [ncapaz de detectar
dlchos ant{genos“”
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Estos resultados en su conjunto,
indican la presencia de PRLs
bioldgicamente activas en el eje
hipotdlamoneurohipofisiario de la rata, y
particularmente sugieren que la protefna
de 14kDa podrfa involucrarse en la
regulacién de la angiogénesis.

Pero cudl es el origen de esta:
protefna de bajo peso molecular? Es s
resultado de un procesamtenm :
proteolitico de la forma precursara de }

23kDa?.

En respuesta a estas preguntas se
determind que el ARNm presente en el
sistema thatdlamoneu htpoﬂs:arzo .
corresponde en tamario-al:que odific ca:

para la PRL,: 23K E

derec!aronﬂtrtzizscmos,d menor:tamafio

que pudiesen codifi fcar: “para la‘protefna
inmunorreactiva de 14kDa (Figure
Trabajo A). Este hecho contrdsta cbn un
reporte del grupo de Emanuele!92 en

donde detectan un transcrito que carece
del exon 4 del gen y que codifica
aparentementemente para una protelna de
16kDa. En nuestro estudio se descarts
esa posibilidad utilizando como cebador
(primer) para la amplificacién justamente
ese exon.

Esto nos sugirié que la protefna
de 14kDa podia ser resultado del
procesamiento posrraducczona[ de la PRL
23K, tal como ocurre parg la mayorfa de

las vanames moleculare; de la misma.
Para probar esta hxpétesu‘ anallzamos siel
sistema hlponilamoneurohlpoﬁszarlo
contenfa enz:mas capaées de procesar

proteollticamente a la PRL y generar a la
variante cortada, precursor inmediato de
la PRL 16K y posible precursor de la
protelna de [4kDa.

El andlisis de inmunotransferencia
de los sobrenadantes de cada incubacién,
en condiciones no reductoras, mostrd que

““ambos tejidos eran capaces de generar

una forma cortada, y el procesamiento de
la misma mostré, bajo condiciones
reductoras al fragmento de 16kDa (Figura
0, Trabajo A). Estos resultados sugieren
que la PRL 14K probablemente es
resultado de la protedlisis y reduccion de

2 kl}a forma predominante de 23kDa.

Hasta ahora no es claro las
lmpllcamones fzmcwnales que pudzesen

la PRL 14K se pueda
involucrar e en Ia regulaczén de eventos de

vascularizacidn locales. Esta posibilidad
es consistente con el hecho de que las
neuronas magnocelulares de los niicleos
hipotaldmicos PV y SO son capaces de
producir grandes cantidades del ARNm
para el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) el cual es un potente
factor angiogénicolls,

Sin embargo la naturaleza de la
variante de 14kDa requiere de mayor
estudio. Es requisito indispensable el
obtener su secuencia primaria para su
caracterizacién biogqufmica y funcional.
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Conclusiones:

Los resultados obtenidos sugieren como
posibles conclusiones las siguientes:

1. E|] eje hlpordlamonemohlpoflszano 4. Las protefnas de 23y 14kDa. son
expresa el gen, de la PRL !

‘,:bmuuwas y wnesponden a Ia propla

activo con Ios receptor es. laclogémcos, ;
que probablememe conserva Ios dos~
sitios de ieconoczmzento

vrefel encia. E



Bioactividad de prolactinas neurohipofisiarias. 32

Bibliografia.

1.Herman, R.H. (1980) The principles o 27.Clapp,C., Sears, P.S., Russell, D.H.,
metabolic control. Inc. ,)V.y. F b 4 Richards, J., Levay-Young, B.K. and Nicoll,

2. Bailieu, E.E. and Kelly, P.A. (1990) C.S. (1988) Endocrinology 122: 2892-2898.
Hormones: from molecules to disease. 28. Lesueur, L., Edery, M., Ali, S., Paly, JI.,
Herman, Publishers, Paris France. Kelly, P.A. and Djiane, J. (1991) Proc. N‘”’

3. Kelly, P.A., Djiane, J., Postel-Vinay, M. and Acad. Sci. USA. 88: 824-828. ;
Edery, M. (1991) Endoc. Rev. 12: 235251, 29. Tanaka, T., Shiu, R.P.. Gout, PW., Beer,

= C.T., Noble, RL. and Friesen, H.G . (1980)./ _

4. Milii 1993) TIBS 14; 239-244.
e G , Cln. Endocrinol, Melab, S1: 1058-1063.

5. Gilman, A.G. (1987) Ann Revf Blochcm
56: 615 649

74023-240’7 i
7. Birnbauner; L.
J. Physiol.. 25 H401-H41/

Schultz, G"
424-426.
10. Kleuss, C.
Rosenthal, |

Tllemans, D and Denef C.
1992)° Bmchem J.:-281: 393-400.
Ci*and' Weiner, R.I. (1992)
;LEndocrmo/ogy 130:71380-1386.
:Clapp;:C.,~Sears, P.S. and Nicoll, C.S.
(1989) Endocrmology 125: 1054-1059.
39::Ferrara,” N., Clapp, C. and Weiner, R.
(1991) Enilocuna[ogy 129: 896-900.

40 Clapp,”C., Martial, J.A., Guzmdn, R.C.,
: Renlzer-De/rue. F. and Wemer R.I. (1993)
‘Endocrinology 133: 1292-1298. .
41, Klagsbrun, M. and F. ollcman. J. (1985)'
Growth Factors. Chapter 37.
42 Falkman J. (1984) Lab. lnvcst:gallon 5[ .
: 6 ;

16. Sinha, YN. (1992) I‘E_'
17. Smith,.C.R: anc ’

(199") Blochem
22, Mmra,z

Commun,x‘ Baslhco Coand M(;sca{ellz D. (1992) Adv.

wicer:Res 59::115-165.
47. I‘oILman . and Klagsbrun, M. (1987)
Science 235: 442-447.

48.7Auerbach; W. and Awerbach, R. (1994)
““Pharmac. Ther. 63: 265-311.

49.°Moses, MA., Sudhalter, J. and Langer, R. -

Comnmn 95‘ '1 760 1767

24. Young,:K.H : Bith f
Davis, J., Kraelmg, R.
F.W. (1990) ‘Mol.Ce
162,

‘Endocrinol, *71' 155-’

25, I‘rasef 1.8 Land. Lun,2.G. (1990) w7 (1990) Science 248: 1408-1410.
Obstetrical and Gynecol. Survey 45: 515-519.° -~ ~50. Taraboleui, G., Roberts, D., Liotta, LA
26. McGrath, M. Pdlmer,: S and -Navdi, s and Giavazzi, R, (1990) J. Cell Biol. 111:

(1985) J. Cell Physiol. 125: 182188, " 765772



Bioactividad de prolactinas neurohipofisiarias. 33

§1. Heimark, R.L., Twardzik, D.R. and JN. and Carter-Su, C. (1993) Cell 74: 237-
Schwartz, S.M. (1986) Science 233: 1078- 244,
1080. 73, Lebrun, J.J., Ali, S., Sofer, L., Ullrich, A
52, Yang, E.Y. and Moses, H.L, (1990) J. Cell and Kelly, P.A. (1994) J. Biol. Chem. 269:
Biol. 111;: 731-741. 14021-14026.
53. Folkman., J., Langer, R., Linhardt, R.J., 74. Stahl, N. and Yancoupoulos, G.D. (1993)
Haudenschild, C. and Taylor, §. (1983) Cell.74: 587-590,
Science 221: 719-725. 75. Darnell, J.E;, Kerr, IM. and Slark G.R.
54, Crum, R., S:zabo,.S. and I‘olklmm, J: (1994) Science 264 1415-1421. .
Science 230: 1375 1378. . o e 78, DaS:ha Ly Ilaward OM.Z:.; Rui, II

S5, Ingber, D.E.,"Madri, J. A and F uILmar'
(1986) Endocrmolagy 19::1768: 1775
o

61, OAamma, M. Zac
Kelly,-P.A: (1989)

Friesen, I-I
Noble, R
165.

Ke[ly, PA and D_/mne,
Endocrinol::71;

64. Wallis;"M (1988) Hormones: and Ihmr
actions Part:ll: Clwpler 14 L'Ivewel 'S c/xcc
Publishers, BV.: ;

65. Berridge; M.J. (1993) Nature 36l 3/5-
325. :

66, Tang, W.J. and thman AG. (199”) CeII
70: 869-872. ;

67. Fhu, G., Colosi, P., Wood, W.I. and Wells,
JA. (1993) J. Biol. Chem, 268: 5376-5381. -

68. de Vos, AM., Ulisch, M. and Koss:akojf :
AA, (1992) Scu'nce 255: 306-312. .

69. Rui, H., Lebrun, J.J., Kirken, R.A7 Kelly,
P.A. and Farrar, W. L. (1994) Eudvcmzologv
135: 1299-1306.

70. Russell, S.M., Johston, J.A., Nuquc/u.
M.., Kawamura, M., Baw/z SCM
Friedmann, M., Berg, M., Mchcar,"D Wo,
Witthuhn, B.A., Silvennoinén, 0., Goldman, /
AS., Schmalsueg, F.C.;'Ihle; J.N.;.O'Shéa, N : o
JJ. aml Leonard w. 994): Saence 266: ~93. Gala, R.R. and Shevach EM (1993)
1042-1047.° ’ ; : L UPSEBM 205: 12-19. 7 -

71, ihle, J.N., Wlllhl : R SFEW. T, Mmugomety, D.W., Slxen. GK Ullrrch,

: o EDSESteiner) LL. Parrish, I’R and

" Zukoski, C.F.. (1992) Endacruwlogy 131

3019 30’6 E

Ia PRL' 16K ‘en’el sistena
';zifms de la Iala Te.ws rle

89. Iorner. L Me/{a. S Ldpe.-dee&, I" g
Quiintanar, A.; Martfnez de la Escalera, G: and
Clapp. C. (En prensa) Endocrinology.

de_la secrecion de:la PRL cor tada y.la PRL
-16KD por células a(lc'no/upoﬁsl ms de mla :
< Tesis de Licenciatura; - ;

91 llarddman, D.P., Ilolada
~"Bernton, E.W. (1989) FASEB.
2202
77092 Rillema, J.A; and Lawson
wPSEBM -205: 75-79,

‘k W and :
3.;21}945 :

' 11995)

Wzllhuhn. BA Sllvennomen. 0 I/xle, .

90, Mendoza-Sierra, LA; (1993). Calacler::ac:dn IR



Bioactividad de prolactinas neurohipofisiarias.

34

95. Fuxe, K., Hokfelt, T., Eneroth, P.,
Gustavsson, J. and Skett, P. (1977) Science
196: 899-900.

96. DeVito, J.W., Connors, J.M. and Hedge,
G.A. (1987) Neuroendocrinol. 46: 155-161.
97. Harlan, R.E. and Sacammell, J.G. (1991) J.

Histochem. and Cytochem. 39: 221-224,

98. Toubeau, G., Desclin, J., Parmentier, M.
and Pasteels, J.L. (1979).[ Encocr 83 261-
268.

99. Dun, A., Kaplitt,

104. c;m), ‘s. Koos
(1997 ) Endocrmalog

106 Wl/san
Jurgens. J. K

107 Clapp, C:, Torn
G., Alcdmara Lépe.-Géme- FJ:,
Nagano M.; Kelly, Mejla,'S; Morales, M.
and Martinez de:la Escalera. G (1994) Proc.
Natl. Acad:Sci- USA'91:°10384-10388.

108. Lopez-Gomez,’
Hartinez de’la’Escalera;” G. and Clupp,
(1995 ) Endocrine 3:'573-578. '

109. Fhu; G.; Cunnmgham, (o l'uk(maga, M
Nagata, S.,:Goeddel,:D.V. and. Wells, J A.
(1992} Science 256::1677-1680, i

110. CunninghamB.C=and Wells;: AT (1991)’ S

Proc. Natl."Acad.: SCI‘USA 88: 3407-3411.
11, Cunninghami:B.C.; and Wells, JA
(1989) Science. 244: 1081 - 1085 S

112. Wang,:X:>Moller;>C., Norsted:,-G. and, :

Carter-Su, C (1993) J ‘Biol." Clzem 2
3563-3579. :

113, Rui, H.;

P.A. and Farrar, WL (1 9’)'

267: 24076-24081

K.K.. Thompso “M.E:" Seung
Belen, RB (1990) 38 1/7-]72 ¢

orner; L., Mejla, S., '

MG, Outiaw,
J. 0 Tand’



	Portada
	Índice
	Introducción
	Antecedentes Generales
	Antecedentes Inmediatos
	Diseño Experimental
	Publicaciones
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



