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ABSTRACT

Prolactin (PRL), originally associated with milk secretion, is now
known to possess a wide variety of biological actions and diverse sites of production
beyond the pituitary, Recent studies have demonstrated that the 16 kD N-terminal
proteolytic cleavage product of PRL (16K-PRL) acts as a potent inhibitor of
angiogenesis. Despite previous demonstrations of 16K-PRL production in vivo,
biological functions heyond its antiangiogenic actions remain unknown. Here we
show that PRL and 16K-PRL excrt opposite effects on the expression of the inducible
isoform of nitric oxide synthase (iNOS) and nitric oxide (NO) production by
pulmonary fibroblasts and alveolar type II cells, While PRL inhibits, 16K-PRL
stimulates iNOS expression and NO production with potency comparable to the
proinflammatory cytokines IL-1B, IFN-y and TNF-«, The differential effect of 16K-
PRL versus PRL occurs through different receptors. PRL probably acts through the
long PRL receptor, while 16K-PRI. acts through a specific receptor, distinct from
known PRL receptors. Additionally, pulmonary cells express the PRI gene and
endogenously produce 16K-PRL, suggesting that this pathway may serve both
autocrine and paracrine roles in the regulation of NO production. These results reveal
that proteolytic clcavage of PRI confers upon this classical hormone potent iNOS

inducing activity suggesting its role in inflammatory/immune processes.



RESUMEN

La prolactina (PRL), hormona originalmente asociada a la sintesis y
secreci6n de leche, posee una amplia gama de funciones biol6gicas y diversos sitios
de produccion fuera de la gldndula pituitaria anterior. En los dltimos afios se ha
demostrado que el fragmento N-terminal de 16kDa de la PRL (PRL-16K), producto
de la protedlisis enzimética de la hormona, actia como un potente inhibidor de la
angiogénesis. Si bien se ha demostrado la produccién de PRL-16K in vivo, sus
acciones bioldgicas més all4 de sus efectos antiangiogénicos se desconocen. Este
estudio demuestra por primera vez que la PRL y la PRL-16K tienen efectos opuestos
sobre la expresion de la isoforma inducible de la sintetasa del 6xido nitrico (iNOS) y
sobre la produccidn de 6xido nitrico (NO) por fibroblastos y células epiteliales del
pulmén. Mientras la PRI. inhibe, la PRL-16K estimula la expresién de iNOS y la
produccién de NO con una potencia comparable al de citocinas proinflamatorias.
Nuestros datos sugieren que el efecto diferencial de PRL versus PRL-16K ocurre a
través distintos receptores. La PRL probablemente actiia a través del receptor “largo”
de PRL, ya que detectd la expresién del mismo, y la PRL-16K a través de un receptor
especifico, distinto a los receptores conocidos para PRL. Ademés, células pulmonares
expresan el gen de 1a PRL y producen PRL-16K endégenamente, sugiriendo que esta
via puede jugar un papel autdcrino y pardcrino en la regulacién de la produccitn del
NO. Estos resultados revelan que la prote6lisis de la PRL le confiere a esta hormona
clasica propiedades y funciones similares a algunas de las citocinas proinflamatorias y
que esto puede contribuir a las funciones inflamatorias previamente atribuidas a la

PRI..



INTRODUCCION
La prolactina y sus receptores

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica presente e¢n la mayorfa
de los vertebrados y si bien originalmente se asoci6 a la induccién y el mantenimiento
de la lactancia en mamiferos, actualmente se le¢ atribuyen méis de 300 funciones
biolégicas distintas® >, Adem4s de su participacién en la lactancia, la PRL interviene
en procesos tan diversos como la osmorregulacién en peces, el comportamiento de
nidacién en aves y la metamorfosis en anfibios'" **. La PRL es producida
principalmente por las células acidéfilas (lactotropos 0 mamotropos) de la hipéfisis
anterior. Sin embargo, su sintesis ha sido confirmada en miiltiples sitios extra-
hipofisarios que incluyen varias regiones del sistema nervioso central, la decidua
uterina, las glandulas lacrimal y sudoripara, el timo, ¢l sistema inmune, las células del
epitelio mamario, los fibroblastos de Ia piel® y las células endoteliales* . Adem4s del
suero, se ha demostrado la presencia de PRL en varios fluidos corporales, como ¢l
liquido cefalorraquideo, el liquido amnidtico, las ldgrimas, [a leche, el liquido

folicular y el sudor’.

La PRL juega un papel fisioldgico dual como hormona, a través de la
via enddcrina y como citocina o factor de crecimiento, por via autocrina-parécrina®°.
Debido a sus caracteristicas estructurales y biol6gicas !a PRL pertenece, junto a la
hormona de crecimiento {(GH) y al lactégeno placentario (1.P), a la familia harmonal
PRI/GH/PL'®, Estas hormonas tienen un alto grado de similitud en su secuencia
primaria lo que sugiere que probablemente se originaron a partir de un gen ancestral

comin. Todas estdn constituidas por aproximadamente 190-200 amino4cidos (aa), su



peso molecular es de 22-23 kDa y su estructura tridimensional es muy similar. En
particular, la PRL estd constituida por una sola cadena polipeptidica de 199-200

aminodcidos, presenta 3 puentes disulfuro y un peso molecular de 23kDa'*.

I.a PRL también comparte caracteristicas bicldgicas y estructuralcs
con las citocinas. ActGa sobre células del sistema inmune, por ejemplo, estimulando
la proliferaci6n celular y la produccién de anticuerpos por linfocitos™”. Por otra parte,
presenta un motivo estructural que consiste en una agrupacién de 4 a-hélices
antiparalelas, el cual ¢s comiin a otras citocinas como la GH, las interleucinas 2, 4 y 5
y el GMCSF (factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos)™®. Ademds,
debido a sus caracteristicas estructurales y su via de transduccion de sefial, los
receptores de PRL pertenecen a la familia de receptores de citocinas clase 1 (familia
de los receptores de hematopoyetinas). Esta familia incluye a los receptores de la
PRL, la GH, la eritropoyetina, el GM-CSF y las IL-2 a la IL-7, excluyendo a la IL-5%°.
Estos receptores son glicoproteinas con un solo dominio transmembranal y presentan
el extremo N-terminal orientado hacia el exterior. La regién de mayor similitud entre
fos miembros de esta familia de receptores corresponde al dominio extracelular y
consiste en dos pares de cisteinas, unidas por puentes disulfuro, localizadas hacia el
extremo N-terminal y un motivo conservado llamado WS (Trp-Ser-X-Trp-Ser)
localizado cerca de la regi6n transmembranal®®. Ademds, en la mayoria de los
receptores de esta familia existe una region rica en prolinas llamada PRM (“proline
rich motif”) o Box | que se localiza en el dominio intracelular y es fundamental para
la sefializacién del receptor” *. La porcién citoplasmitica de estos receptores carece

de secuencias consenso relacionadas con la actividad de cinasa o alguna otra actividad



enzimdtica. La via de sefializacidn intracelular utilizada es la via JAK/STAT. En el
caso de la PRL intervienen las proteinas JAK 1, 2 y 3 (cinasas Janus) y las STAT 1, 3
y 5 (transductores de sefial y activadores de la transcripcion), siendo las principales
JAK 2 y STAT 5. Finalmente, en esta familia de receptores, la dimerizacién u
oligomerizacién del receptor es un requisito absoluto para que se inicie la
transduccién de la sefial. En el caso del receptor de PRL, la dimerizacién ocurre
cuando una molécula de la hormona unida a un receptor se une a una segunda

molécula de receptor a través de un segundo sitio de unién®®.

Hasta ¢l momento se han clonado tres receptores de PRL, el
“largo” (80kD), el “intermedio” (65kD) y el “corto” (42kD)*’. Todos tiencn el
mismo dominio extracelular de unién al ligando y difieren en la longitud y
secuencia del dominio intracelular. La informacién respecto a la funcién
especifica de los distintos receptores es atn fragmentaria y hacer
generalizaciones resulta muy diffcil considerando la diversidad de los efectos
de PRL. En general, se considera que las isoformas larga e intermedia son
funcionalmente equivalentes mientras que el receptor “corto” es inactivo. En
el epitelio mamario el receptor “largo” estimula al promotor de la B-casefna,
sin embargo, el receptor “corto” es incapaz de hacerlo y adem4s, cuando se
dimeriza con el receptor “largo”, funciona como una isoforma negativa
dominante inactivindolo. En relacién con los efectos de PRL sobre la
proliferacién cclular, se ha demostrado que la heterodimerizacién de
cualquiera de las isoformas (corto/largo, corto/intermedio e intermedio/largo)

da como resultado un receptor inactivo 2.



Protedlisis enzimatica de la PRL: PRL-16K

LLa PRL presenta una gran variabilidad estructural y se le ha
comparado con una prohormona. Esta ¢s inicialmente sintetizada como una molécula
precursora y luego es convertida en distintas formas bioactivas a través de
modificaciones postraduccionales como glicosilacién, fosforilacién, protedlisis y
agregamicnto’. En particular, 1a proteélisis enzimitica de PRI. entre los residuos
aminoacidicos Tyr-145 y Leu-146™, confiere al fragmento N-terminal resultante de 16
kDa, acciones antiangiogénicas no cjercidas por la molécula precursora'"*?,  Este
fragmento de la PRL, denominado PRL-16K, se suma a la creciente lista de proteinas
que adquieren funciones especificas o son activadas como resultado dec la prote6lisis
de precursores mayores. Este mecanismo de activacién es comiin a otros potentes
factores antiangiogénicos, como la angiostatina'* y la endostatina’®, y de otras
citocinas proinflamatorias, como la IL-18' (interleucina 1) y el TNFa'? (factor de

necrosis fumoral ¢t).

La PRIL.-16K sc¢ ha detectado en el suero de la rata, ¢l ratén y el
humano'. Sin embargo, la proporcién del fragmento presente en ¢l suero de
individuos normales o con hiperprolactinemia se desconoce debido a que la
metodologia utilizada (RIA o ELISA) no distingue entre las distintas variantes
moleculares. Por otra parte, la produccién local de PRL y su procesamiento
proteolitico para formar PRI.-16K podria no reflejarse en los niveles de PRI
circulante.

L.a PRL-16K actia como un potente inhibidor de la angiogénesis

11, 12,13

tanto in vitro como in vivo In vitro, inhibe la proliferacién de células



11243 y 1a asociaci6n de las mismas para formar estiucturas tipo capilar'?,

endoteliales
al mismo tiempo que estimula la expresién de PAI-1'*" (inhibidor del activador del
plasminégenc 1), factor que inhibe la degradacién de la matriz extracelular. In vivo,
la PRL-16K inhibe el crecimiento de capilares en modelos como €l de la cornea de la
rata’® y la membrana coricalantoidea del embrién de pollo'. Recientemente, Struman
y col. mostraron que fragmentos homélogos a la PRI.-16K derivados de GH y LP
también inhiben la angiogénesis™. Estos autores también demostraron que la PRL, la
GH y el LP tienen un efecto opuesto a los fragmentos de 16 kDa, estimulando la
angiogénesis. Se ha sugerido que los efectos opuestos de la PRI. y 1a PRI.-16K sobre
las células endoteliales son mediados por distintos receptores'>. En apoyo a esta
hip6tesis experimentos de unidén y desplazamiento de ligando sobre células
endoteliales mostraron la existencia de un sitio de unién especifico y de alta afinidad

para PRL-16K*, indicando que el efecto antiangiogénico del fragmento involucra la

activacién de receptores distintos a los ya conocidos para PRL.

La PRL y el pulmén

La PRI. participa en procesos biolégicos muy variados, muchos de los
cuales son sujeto de controversia y siguen sin ser completamente caracterizados. En
el pulmén, la PRL estimula la sintesis de surfactante (sustancia tensioactiva que
recubre la superficie alveolar) por las células tipo IT del epitelio alyeplas?" 22232425
Varias lineas de evidencia apoyan la relevancia de este cfecto de PRL sobre la funcién
pulmonar. Durante el desarrollo fetal, la sintesis de surfactante estd bajo control

multihormonal siendo estimulada por PRL o insulina en conjunto con



glucocorticoides*’. Ademds, la sintesis de surfactante es precedida por un marcado
incremento en la concentracién de PRL en el suero fetal entre las semanas 30 y 32 de

la gestacién en el humano®

. Finalmente, bajos niveles de PRL en la circulacién
fetal se asocian con el sindrome de diestrés del recién nacido. Este sindrome es
atribuido a la deficicncia en la produccién de surfactante y es una de las principales

causas de morbilidad y mortalidad del prematuro™,

Datos recientes, acerca de la localizacién de receptores para PRL
durante la ontogenia, plantican posibles nuevos efectos de esta hormona sobre la
diferenciacién y el desarrollo, asi como sobre nuevos érganos blanco 773#%%  ge
han detectado receptores para PRL en el pulmén de la rata fetal™ 2y adulta®, asf
como en ¢l pulm6n fetal del ratén® y el humano®®. En el pulmén de ia rata fetal se ha

»2?

demostrado la expresién del receptor “largo”’, pero existen datos contradictorios

sobre la expresién del receptor “corto™" %

. Por el contrario, en el pulmé6n de la rata
adulta s6lo se ha detectado el receptor corto”, Io que posiblemente sugiere un efecto
diferente de la PRL durante el desarrollo y la vida adulta. La expresion de los
receptores para PRL. durante el desarrollo embrionario del pulmén tiene un patrén
similar en la rata y en el humano®. En la segunda mitad de la gestacién de la rata (dfa
13.5) ocurre la invaginacién del mesénquima cortical del pulmén y la formacién de
ramificaciones en las vias aéreas. Inicialmente se detectan receptores de PRL en el
mesénquima y en las células epiteliales basales que se dividen rdpidamente para
poblar las vias aéreas en desarollo®. Al final de la gestacién, los receptores de PRL se

detectan predominantemente en la superficie luminal del epitelio bronquial y

bronquiolar®™ **. Dada 1a localizacién de los receptores de PRI, durante el desarrollo
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embrionario, se ha sugerido quc las hormonas lactogénicas podrian modular las

interacciones entre ¢l mesénquima y el epitelio del pulmén en desarrollo™.

Por otra parte, algunas patologfas del pulmén han sido asociadas con
niveles alterados de PRL circulante. Algunos estudios han mostrado que pacientes

3233 v que células derivadas de

con cédncer de pulmén presentan hiperprolactinemia
carcinomas de puimén producen PRL* . Asimismo, la PRL ha sido propuesta como
posible factor regulatorio en la patofisiologia de la fibrosis cistica dado que varios de

los sintomas (pérdida de sal en el sudor y la hiper-produccién de moco en las vias

respiratorias) se relacionan con los efectos osmorregulatorios de la PRL *7.

En resumen, si bien se ha demostrado que en el pulmén se expresan
receptores de PRIL y que la misma estimula la produccién de surfactante, otros efectos

de PRI. sobre la fisiologia pulmonar se desconocen.

Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (NQ, dcl inglés *nitric oxide™) es un gas altamente
reactivo con una vida media de scgundos en los sistemas biol6gicos. El NO juega un
papel critico en la regulacién del tono vascular y de la via aérea, inhibe la agregacién
plaquetaria y la adhesion de leucocitos a las c€lulas endoteliales, interviene en la
neurotransmisién y participa en la respuesta inmune y en mecanismos de defensa del
huésped®® ¥*, Los mecanismos moleculares exactos por los cuales el NO es capaz de
ejercer tan diversas funciones son ailin sujeto de investigacién. Sin embargo, se

entiende que los distintos efectos del NO se deben a la expresion diferencial de las
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enzimas responsables de su sintesis, su regulacién, y su quimica en los distintos
tejidos®®. El mecanismo de accién mejor estudiado es aquel que depende de la
reaccién del NO con el grupo hem de la enzima guanilato ciclasa soluble y es el
mecanismo por el cual el NO media la relajacién vascular y la inhibicién de Ia
agregaci6n plaquetaria. Esta reaccién provoca un cambio conformacional en la
enzima que da como resultado su activacién y el consiguiente aumento del GMP
ciclico (cGMP) intracelular. El ¢GMP activa 2 la protcina-cinasa G (PKG). Para el
caso de las células del misculo liso, la activacion de esta cinasa Illeva a una
disminucién del Ca+2 citosélico, y a la relajacién muscular. Concentraciones méas
elevadas de NO, pueden activar a la proteina-cinasa A (PKA), a través de la
formacién de cGMP e inhibir la proliferacién del miisculo liso’®. En el sistema
inmune, e! NO intcrviene en procesos de eliminacién de patégenos y células
tumorales donde su accién toxica puede deberse a efectos que incluyen la inhibicion
de la divisidn celular, la inhibicién de la cadena respiratoria y la citotoxicidad

indirecta por la formacién de otros radicales libres altamente reactivos™®,

El NO actiia como un mediador de la transduccién de sefial en forma
fisiolégica cuando se encuentra en bajas concentraciones (pM, nM). Sin embargo,
diversas evidencias muestran que a mayor concentracién (UM-mM) el NO juega un
papel critico en la regulacién de enfermedades inflamatorias, infecciosas y
degenerativas. La toxicidad del NO no sélo se relaciona con los niveles de
produccién del mismo, sino con la presencia de otros radicales libres que reaccionan
con éste dando lugar a otros agentes altamente reactivos®. El NO por sf mismo no

reacciona directamente con la mayoria de ias moléculas biolégicas y puede ser
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rdpidamente eliminado del sistema vascular a trav€s de su rcaccién con la
oxihemoglobina para formar metahemoglobina y nitrato (NO3'). Sin embargo, el NO
es un radical libre y su reaccién con otros radicales libres se encuentra entre las
reacciones mdas veloces in vivo. Durante el estrés oxidativo se producen otros
radicales libres como el superdxido (02.-) que reacciona con €l NO para formar
peroxinitrito (ONOQ"). El peroxinitrito es altamente t6xico ya que reacciona
pricticamente con todos los tipos de bic;moléculas llevando a la pérdida de la
intcgridad de membrana, de la funcién enzimdtica y proteica y produciendo
mutaciones en €l DNA. Se piensa que los productos de la reaccién del NO con otros
radicales libres son los responsables directos de los efectos nocivos del NO durante la
inflamacién®. En resumen, mientras bajos niveles de NO median muchas acciones
fisiolégicas normales (relajacién del misculo liso, inhibicién de la agregacién
plaquetaria), altas concentraciones de NO en combinacién con una elevada

produccién de oxidantes provoca dafio tisular y mayor inflamaci6n.

El organismo s¢ encucntra expuesto a fuentes de NO exdégenas y
endégenas. Las fuentes exdgenas incluyen, al smog y al humo del cigarrillo®. La
produccién endogena de NO ocurre a través de isoenzimas llamadas éxido nitrico
sintetasas (NOS) que catalizan Ia oxidacién de L-arginina a L-citrulina en presencia
de varios cofactores. Al menos tres genes diferentes codifican para NOS y éstas
enzimas comparten un 50-60% de similitud en su secuencia nucleotidica y
aminoacidica®®. Hasta el momento, s¢ han descrito tres formas de NOS: la NOS

neural, la NOS inducible y la NOS endotelial.
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NOS neuronal (nNOS o NOS1)

Esta enzima fue descrita por primera vez en ¢l cercbro y corresponde
a la forma constitutiva. La nNOS se¢ expresa en células neuronales, renales,
pancredticas, en el misculo esquelético y en el epitelio del pulmén, del estémago y
del dtero. El NO producido por esta enzima funciona principalmente como
neurotransmisor, pero también interviene en la regulacién del tono muscular, por
ejemplo en ¢l tracto gastrointestinal y en ¢l miisculo esquelético. Esta enzima produce

concentraciones picomolares de NO y su actividad es dependiente de Ca*? (38).

NOS inducible (iNOS 0 NOS2)

Esta NOS fuc descubierta en macréfagos activados y corresponde a la
forma inducible. La iNOS es inducida en pricticamente todos los tipos celulares de
mamiferos por estimulos proinflamatorios que incluyen a lipopolisacéridos (LPS) y
citocinas como el TNF-q, la IL-1B y el IFN-y (interferén-y). Por el contrario, la
induccitn de iNOS es atenuada por glucocorticoides, el EGF (factor de crecimiento
epidérmico), el TGF-B (factor de crecimiento transformante-B) y las IL-10 ¢ i[.-4

&340 El NO producido por esta enzima puede alcanzar

(interleucinas 10 y 4
concentraciones micromolares y funciona principalmente en procesos inflamatorios.

Su actividad cs independiente de Ca*? (38).



13

NOS endotelial (eNOS o NOS3)

En la vasculatura, el NO es generado por la eNOS, enzima que
también se expresa en forma constitutiva. Esta enzima produce NO en respuesta al
aumento intracelular de calcio estimulado por acetilcolina y bradiquinina entre otros
factores. El NO producido por esta enzima contribuye al mantenimiento de la
homeostasis vascular normal que incluye la regulacion de la presi6n sanguinea y la

prevencién de Ia adhesién y activacién de plaquetas y leucocitos® 4,

EINO y ¢l pulmon

L.a capa epitelial que limita las vias respiratorias se encuentra
expuesta a una variable concentracion de NO exégeno, que puede provenir del humo
del cigarrillo y el smog, o ser producido endégenamente por distintos tipos celulares.
L.as células capaces de producir NO en el pulmén incluyen a macréfagos,
granulocitos, células endoteliales, fibroblastos, células musculares lisas, mastocitos y
células epiteliales, incluyendo al epitelio bronquial y al epitelio alveolar de tipo 11*%,

43, 44,45

En particular, los fibroblastos y las células epiteliales bronquiales*® y

alveolares* “*® expresan 1a iNOS y la nNOS, pero no expresan la eNOS®.

Una vez mds, el NO puede ser benéfico o nocivo. El NO generado en
el pulmén produce la relajacién del misculo liso vascular y bronquial, regulando asi
el tono muscular de la via aérea. Ademds, inhibe la agregacién plaquetaria, modula
las interacciones entre células inflamatorias y endoteliales ¢ intervicne en la defensa

38, 42

del huésped durante la invasién de la via afrea por patégenos™ ™. En condiciones de
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inflamaci6én severa, las endotoxinas y las citocinas proinflamatorias (EL-1§, IEN-v,
TNE-a) inducen la expresién de iNOS en distintos tipos celulares, lo que resulta en un
brusco aumento en la concentracién de NO que en combinacién con la generacién de
oxidantes elevada, lleva a una mayor inflamacién y al edema® “?, Por otra parte, altas
concentraciones de NO tienen efecto nocivo sobre el surfactante ya que sufre la

modificacién quimica de sus componentes y pierde su actividad superficial*® *.

Dado que el NO produce la relajacién del midsculo liso, su inhalacion
se utiliza como terapia en la hipertensién pulmonar, el broncoespasmo y en otras
patologias del pulmén, incluyendo el sindrome de dicstrés respiratorio del recién
nacido, Sin embargo, debido a los c¢fcctos paraddjicos del NO cs dificil determinar ias

dosis adecuadas para evitar un mayor dafio pulmonar™.

Efectos de PRL sobre la produccion de NO

La perturbacién de la fisiologia de la PRIL. se asocia a efectos
significativos sobre el sistema inmune. La presencia de hiperprolactinemia se
correlaciona con enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, la
artritis reumatoide y la esclerosis miltiple*’. Todas estas patologias también estdn
asociadas con expresion tisular elevada de iNOS y produccién de NO*?, La expresién
de iNOS y Ia produccién de NO es regulada por diversas citocinas y, si bien se
reconoce a la PRI como una citocina, son escasos los estudios realizados en relacion
con los efectos de PRI. sobre la produccién de NO. Recientemente, s¢ ha demostrado
que neutréfilos aislados de ratas hiperprolactinémicas producen mayor cantidad de

NO®. Sin embargo, no es posible concluir que éste es un efecto directo de PRL y no
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mediado indirectamente por alguna otra citocina. Por otra parte, la PRL estimula la
produccién de NO en macréfagos™ y en una linea celular originada a partir de un
glioma murino®. En el caso de las células de glioma murino, los autores detectan

muy bajas concentraciones de NO (<5uM) y no detectan sintesis de iNOS por

Western blot™.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Tomando en consideracién que:
1) la PRL es una hormona con actividad de citocina,
2) que durante ¢l desarrollo embrionario y la vida adulta se expresan receptores
de PRL en el pulmén,
3) que distintas citocinas regulan la produccién de NO en el pulmén y
4) que existen algunas evidencias de efectos de PRL. sobre la produccién de NO,

nosotros proponemos la siguiente hipétesis general de trabajo:

HIPOTESIS

En el pulmén, la PRL. y la PRL.-16K actian como citocinas regulando
la produccién de NO y como factores de crecimiento regulando la proliferacién

celular.
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D la PRL es una hormona con actividad de citocina,
2) que durante el desarrollo embrionario y la vida adulta se expresan receptores

de PRL en ¢l pulmén,
3 que distintas citocinas regulan la produccién de NO en el pulmdn y
4) que existen algunas evidencias de efectos de PRL sobre la produccién de NO,

nosotros proponemos la siguiente hipétesis general de trabajo:

HIPOTESIS

En el pulmdn, la PRI y la PRIL.-16K actian como citocinas regulando
la produccién de NO y como factores de crecimiento regulando la proliferacién

celular,
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OBJETIVOS

Objetivos generales
Determinar si la PRL y la PRL-16K tienen efecto sobre la produccién
de NO o sobre la proliferacion de:
e Cultivos primarios de fibroblastos del pulmén de la rata fetal,
e Cultivos primarios de células alveolares tipo II del pulmén de la rata fetal,
e 1.incatumoral AS49, originada a partir de un carcinoma de pulmén humano, y
e Cultivos primarios de células epiteliales bronquio-traqueales humanas aisladas de

individuos adultos normales.

Objetivos particulares

A) Determinar el efecto de PRL. y PRL-16K sobre 1a produccién de NO celular,
(1) cuantificando la concentracién de nitrito y nitrato acumulado en el medio de
cultivo después del tratamiento con una u otra PRL, en ausencia o presencia de

inhibidores de NOS y (2) analizando la expresién de iNOS.

B) Determinar el efccto de PRL y PRL-16K sobre la
proliferacién celular analizando el efecto de la PRL sobre la
incorporacién de timidina tritiada al DNA de los distintos tipos

celulares.

C) Analizar 1a expresién del gen de la PRL en los distintos tipos celulares
determinando la presencia del ARNm de PRL y de PRL inmunorreactiva y

bioldgicamente activa.
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MATERIALES Y METODOS

Prolactinas. Se¢ utilizaron preparaciones de referencia de PRL
adenohipofisaria humana y de rata de grado biol6gico (Institutos Nacionales de Salud,
EUA), asi como PRL y PRL-16K humanas recombinantes (donadas por ¢l Dr. Joseph
Martial, Universidad de Ligja, Bélgica). Se utiliz6 PRL-16K de rata gencrada
mediante protedlisis enzimdtica®®. Brevemente, se incub6 PRIL. de rata con una
fraccién subcelular de extractos de glidndula mamaria de ratas lactantes, seguido de la
reduccion de los puentes disulfuro y el aislamiento por filtracién en gel. Finalmente la

PRIL.-16K fue carbamidometilada.

Anticuerpos. Policlonales. Para la deteccidn de iNOS se utilizd un
anticuerpo comercial generado contra iNOS de rata (Upstate, Lake Placid, NY, USA).
Para la deteccién de PRL se utilizaron antisueros dirigidos contra PRL humana
(ahPRL) y de rata (arPRL-C1 y -C4) generados en conejo®. La especificidad de
estos antisueros fue previamente evaluada mediante el andlisis de su reactividad

cruzada con diversas hormonas™,

Monoclonales. El anticuerpo monoclonal INN-hPRI.-368 (liquido de ascitis) fue
generado contra PRL humana y fue proporcionado por el Dr. Peter Berger (Innsbruck,
Austria). El anticuerpo monoclonal 1G8 (IgG) generado contra PRL-16K
recombinante humana fue donado por la Dra. Susan Richards (Genzyme Corporation,

Cambridge, MA, EUA).
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Fibroblastos y epitelio de pulmén de rata fetal. Ambos tipos
celulares fueron aislados en el laboratorio segién el método previamente descrito por
Caniggia y col.”’. Brevemente, los pulmones de fetos de ratas Sprague-Dawley de 19-
20 dias de vida intrauterina fueron extraidos, macerados, resuspendidos y lavados en
solucién salina de Hank’s (Gibco, BRL). El tejido fue incubado en presencia de
0.05% de tripsina (Gibco, BRL) y 0.4 mg/ml DNAsa (Sigma) durante 20 min a 37°C.
Posteriormente se realizé una segunda incubacién en presencia de 1% colagenasa
(Sigma) y 0.2 mg/ml DNAsa. Las células obtenidas s¢ sembraron y se realizaron dos
pasos de adhesién diferencial de 45 min cada uno. Después de cada periodo de
adhesién, las células no adheridas fueron recuperadas y resembradas. Las células
adheridas durante el primer periodo de incubacién correspondieron a cultivos
enriquecidos en fibroblastos. Finalmente, las células que no se adhirieron después dei
segundo periodo de incubacion fueron resembradas y correspondieron a cultivos
enriquecidos en células epiteliales. Las células fueron cultivadas en medio MEM
suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado y antibiéticos (1.000
unidades/ml de penicilina - 1.000 ug/ml estreptomicina). Para los ensayos de
proliferacién y la obtencion de medio condicionado se utilizé ¢l mismo medio en
ausencia de suero, Para obtener medio condicionado las células se lavaron 3 veces

con PBS y se adiciond medio libre de suero por 24 hrs.

Células A549. Las células A549 (linca celular epitelial derivada de
un adenocarcinoma de pulmén humano) fueron suministradas por la ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) y cultivadas en medio F12

(Gibco, BRL) suplementado con 10% de suero bovino fetal y antibiéticos (1.000
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unidades/m! de penicilina - 1.000 ug/ml estreptomicina, Gibco, BRL). Para los
ensayos de proliferacion y la obtencién de medio condicionado se utiliz6é el mismo
medio en ausencia de suero. Para obtener medio condicionado se lavaron las células 3

veces con PBS y se adicion6 medio libre de suero por 24 hrs.

Células NHBE (Normal Human Bronquio/tracheal Epithelial
Cells). Las células NHBE corresponden a cultivos primarios de células epiteliales
provenientes de los bronquios mayores y de la trdquea de humanos adultos normales.
Estas células fueron suministradas por Clonetics (BioWhitaker, San Diego, CA, USA)
y cultivadas en ¢l medio BEBM (Clonetics) suplementado con extracto de pituitaria
bovina (2 ml/ 500 ml), insulina (2.5 mg/ 500 ml), hidrocortisona (0.25 mg/ 500 ml),
acido retinoico (0.05 mg/500 ml), transferrina (5 mg/500 ml), triyodotironina (3.25
mg/500 ml), epinefrina (0.25 mg/ml), factor de crecimiento epidérmico humano (0.25
mg/500 ml) y antibi6ticos (todos los factores utilizados fueron proporcionados por
Clonetics). Para los ensayos de proliferacién y la obtencién de medio condicionado se
utiliz6 medio BEBM libre de extracto de pituitaria bovina. Para oblener medio
condicionado se lavaron las células 3 veces con PBS y se adicion6 medio BEBM libre

de extracto de pituitaria bovina por 24 hrs.

Determinacion de nitrato y nitrito: Reaccién de Griess. Alicuotas
de los medios de incubacidn de las células fueron utilizadas para medir los productos
estables de la oxidacidén del NO, nitrato (NOy) y nitrito (NO,). Las muestras fueron
inicialmente incubadas con la enzima reductasa de nitrato proveniente de E. Coli
(ATCC) con el propésito de convertir a nitrito todo el nitrato presente en las muesiras.

Posteriormente, se evalué la presencia neta de nitrito mediante la reaccién de Gricss®,
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Se utiliz6 como estdndar una soluci6n de nitrato de sodio dileido en el mismo medio
en que fueron incubadas las células. Para determinar la especificidad del efecto
estimulatorio de la produccién de NO las células fueron incubadas en presencia de un
inhibidor especifico de la actividad de NOS (L-NAME) o en presencia de un isémero

inactivo (D-NAME).

Determinacién de endotoxinas. La concentracién de endotoxinas en
las preparaciones de PRL y PRL-16K fue determinada mediante el ensayo de lisado
de Limulus amebocyte (E-Toxate, Sigma), utilizando lipopolisacdridos de E coli

(Serotipo 0111:B4, Sigma) como preparacién estdndar de endotoxinas.

Aislamiento de RNA, retrotranscripcién y reaccién en cadena de
la polimerasa (RT-PCR). EI RNA total de los distintos tipos celulares se extrajo de
acuerdo al procedimiento de tiocianato de guanidina/fenol®. EI RNA total (5mg) fue
retrotranscrito por 1 hr a 37 °C en 25 ml contenicndo Tris 20 mM (ph 8.3), 50 mM
KCl, 2.5 mM MgCI2, ImM de dNTPs, 1 mg de cada cebador oligo (dT), 1 mg de un
cebador inespecifico, 25 unidades de Rnasina (Promega) y 200 unidades de
retrotranscriptasa (proveniente del virus de leucemia murina Moloney). Después de la
retrotranscripcidn se realizé el PCR en 50 ml conteniendo 20 mM Tris-HCI (pH 8.3),
50 mM KCl, 2 mM MgClI2, 200 mM de cada dNTP, 50 pMol de cada cebador, y una
unidad de Taq ADN polimerasa. Después de su desnaturalizacién a 97 °C por 30 scg,
la amplificacién fue llevada a cabo por 40 ciclos (94 °C por 30 seg, 65°C por 1 min, y
72 °C por 1 min y 30 seg) seguido de la incubacién a 71 °C por 10 min, al final de la
amplificacién®. Para la deteccién de iNOS, se utilizaron cebadores complementarios

para iNOS de rata (para el extremo 5': S’GTGTTCCACCAGGAGATGTTG3' y para
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el extremo 3': 5’CTCCTGCCCACTGAGTTCGTC3"). Para la deteccidon de los
receptores de PRL se utilizé una secuencia comiin complementaria al extremo 5° (5'
ATCCTGGGACAGATGGAGGAC3") y diferentes cebadores 3’ complementarios a
secuencias especificas de! receptor corto (5' TGGCTGAGGCTGACAAAAGAG3Y), o
“largo” (S'AGACAGTGGGGC TTTTCTCCT3’). Se amplificé el mRNA de la B-
actina como control de la eficiencia de cargado™. Para la deteccién del mensajero de
PRL se utilizaron dos cebadores especificos para el cDNA de la PRL humana o de
rata. Para la PRL humana, el cebador del extremo 5’ correspondi6 al exén 2 del gen
de la PRL (5’-GCAGTT-GTTGTTGTGGATGATT-3") y el del extremo 3’
correspondi6 al exén 5 (5’-GATGCCAGGTGACCCTTCGAGA-3"). Para la PRL de
rata, el cebador del extremo 5’ correspondié al ex6n 2 (5'-
TGTTCTGGTGGCGACTGCCAGACACCT-3") y para el extremo 3’ correspondi al

ex6n 4 (5’-TATCTTTTCGATCCCTTCGAGAAGCCG-3").

Andlisis por Southern blot. Parte de la mezcla de reaccién
amplificada por PCR fue cargada en geles de agarosa al 1.8% y transferidos a
membranas Zeta-Probe GT (Bio-Rad). Las membranas fucron hibridizadas con el
cebador correspondiente a 42 °C durante 16 hr en una solucién conteniendo 5 X SSC
(1X = 150 mM NaCl, 15 mM citrato de Na, pH 7.0), 0.02 M NaH2PO4, 7% SDS, 10
X solucion Denhart, y ADN de esperma de salmén 100mg/ml, Posteriormente se lave

a 50 °C, y se expuso para autorradiografia con placas Kodak XAR-5 a —70°C®.

Electroforesis y Western blots. Las células fueron lisadas en buffer
RIPA (Tris 50mM pH 8.0, NaCL. 150 mM, NP-40 1%, SDS 0.1%, PMSF 100 ug/ml,

aprotinina 1 ug/ml). Para el caso de la deteccién de PRL, las células fueron
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previamente lavadas con PBS e incubadas en ausencia de suero por 24hr. La
concentracion de proteinas se cuantificé por el método de Bradford. Se realizé el
andlisis de las proteinas en los lisados celulares mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15%, bajo condiciones desnaturalizantes (SDS) y reductoras (b-
Mercaptoetanol 5%) a 140V durante 45min. Los geles fueron tefiidos con azul de
Coomasie o electrotransferidos a papel de nitrocelulosa a 40V durante 12hrs. Las
membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas durante 2 hr en PBS/Tween 0.05%/
BSA 2%, posteriormente incubadas por 2 hr con ¢l anticuerpo primario (2.5 pg/ml de
anti-iNOS; dilucién 1:500 de INN-hPRIL.-368 o 1:1000 de los antisueros) y finalmente
1hr con el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina. Entre cada periodo
de incubacidén la membrana fue lavada en NaCl 150 mM/Tween 0.05%. El color se
desarrollé mediante el uso de un sistema para revelar fosfatasa alcalina de los

laboratorios Bio-Rad (Hercules, California)®.

Incorporacion de timidina tritiada al DNA. Las células fueron
sembradas con el tratamiento correspondiente a una densidad de 10,000 células/pozo
en cajas de 24 pozos. A las 48 hrs se colocé medio fresco e igual tratamiento y se
incubaron las células con 500,000 cpm (0.6 pCi, actividad especifica 20.1 Ci/mmol)
de timidina tritiada por 12-15 hrs. Al cabo de las 60 hrs del bioensayo las células se
fijaron con 5% (w/v) de 4cido tricloroacético (TCA) a 4°C por 30 min. Los
precipitados resultantes fueron lavados dos veces con 5% TCA y solubilizados
adicionando 250pl de NaOH 0.25M a 50°C por 30min. La radioactividad de 3H fue

medida en nimero de cuentas por minuto®,
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Células Nb2. Las células Nb2 corresponden a una linea celular
derivada de un linfoma de c€lulas T de rata cuya proliferacién es dependiente de
lactégenos y se utiliza como un bioensayo para caracterizar la actividad tipo-PRL%.
Células Nb2 (donadas por P. Gout, British Columbia Cancer Agency, Vancouver, BC,
Canada), fueron cultivadas hasta alcanzar una confluencia méxima de 106 células/ml
en medio DMEM-alto en glucosa, 10% de suero fetal bovine, 10% de suero equino,
1,000 unidades/ml de penicilina — 1mg/ml estreptomicina y 1004 M de B-
mercaptoetanol. Las células se sincronizaron durante 24h antes en el medio recién
descrito pero con sélo 1% de suero fetal bovino, Para realizar el bioensayo se
sembraron 15,000 células/100 pl de medio en ausencia total de suero fetal bovino. Se
determind la presencia de bioactividad tipo-PRL en medios condicionados por los
distintos tipos celulares incubando Ilas células Nb2 durante 48 hr con distintas
cantidades de medio condicionado concentrado (5,10 y 20 ml) o con estdndar de PRL
en presencia o ausencia del antisuero homélogo (1:300). Al término del bioensayo las
células Nb2 fueron incubadas en presencia de MTT durante 4hrs a 37 °C. FEl
formazén precipitado al cabo de este periodo fue solubilizado con HCI-SDS durante

30 min a TA. Finalmente se midié la absorbancia de cada pozo a A 590 nm®’.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Efectos opuestos de PRL y PRL-16K sobre la produccion de NO

Con el propésito de evaluar la influencia de PRL y PRL-16K sobre la
producci6én de NGO, se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos y células alveolares
tipo II del pulmén de rata fetal y células A549, originadas a partir de un carcinoma de
pulmén humano. La produccién de NO s¢ cuantificé indirectamente, midiendo en el
medio de cultivo la concentracién de los productos cstables de la oxidacién del NO,
nitrito (NO,) y nitrato (NO;"). Inicialmente, se analiz6 el efecto de dosis crecientes de
PRL y PRL-16K en comparacién con una mezcla de citocinas proinflamatorias (IL-
1B, IFN-y y TNF-at) capaces de estimular la produccién de NQW444544748) - Comg se
muestra en la figura 1, 1a PRL de rata y la PRL-16K humana tuvieron efectos opuestos
sobre la produccién de NO por fibroblastos. La PRI inhibi6 la produccién basal de
NO, mientras la PRL-16K tuvo un efecto fuertemente estimulatorio comparable al
obtenido con la mezcla de citocinas proinflamatorias. El efecto de ambas PRLs fue

dependiente de 1a dosis.

Con el prop6sito de caracterizar este nuevo efecto de PRLs sobre Ia
produccién de NO, se utilizaron distintos tipos celulares, La PRL inhibié la
produccién basal de NO en fibroblastos y en células A549 (Fig. 2), sin embargo, no se
detecté efecto inhibitorio sobre las células alveolares tipo II (no se muestra). La
deteccion del efecto inhibitorio de PRI se ve limitada por la sensibilidad de la
reaccion de Griess, ya que la produccitn basal de NO estd muy pr6xima al limite

inferior de deteccitn del ensayo (1-5 UM o nmoles nitrito /mg proteina).
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Por otra parte, PRL-16K humana estimulé la produccién de NO por
fibroblastos y c€lulas alveolares tipo II de rata, pero no tuvo efecto sobre células A549
(Fig. 3). La PRL-16K de rata también estimul6 la produccién de NO en forma
dependiente de la dosis, pero fue menos potente que la humana (Fig. 4). Se obtuvo
una estimulacién méxima con 100 y 10 nM de PRL-16K de rata y humana,
respectivamente. La tnayor potencia de la PRL-16K humana confirma observaciones
previas en relacién con su efecto antiangiogénico'®. La produccién de NO estimulada
por PRLs-16K o citocinas fue completamente suprimida por L-NAME (1mM), un
inhibidor competitivo de NOS, pero no fue afectada por el isémero inactivo D-NAME
(Fig. 5), indicando la especificidad del efecto a través de la actividad de una de las
sintetasas del NO. Para excluir la posibilidad de que el efecto estimulatorio de PRL-
16Ks fuera inespecifico debido a la contaminacién con lipopolisacdridos (LPS), se
determiné la concentracién de endotoxinas en las distintas preparaciones de PRLs.
Este andlisis indicé que las concentraciones de PRL-16K utilizadas tuvieron un
contenido de endotoxinas menor o equivalente (0.03-0.5 ng LPS/mi) al presente en las
preparaciones de PRL (0.15-0.5 ng LPS/ml). Este resultado demostr6 que el efecto
estimulatorio de PRL-16K sobre la produccién de NO no se debié a contaminacién
con LPS ya que la PRL tuvo el efecto opuesto aun cuando contenia una concentracién
de LPS cquivalente o mayor. EIl cambio en la produccién de NO, en un rango
detectable con la reaccion de Griess, puede deberse a un cambio en la expresién de
iNGS 0 a la mudificacion de la actividad enzimitica. Debido a que la produccién de
NO estimulada por citocinas proinflamatorias se debe principalmente a un aumento en
la expresién de iNOS, nos propusimos evaluar si ia PRL y la PRL-16K, tanto

humanas como de rata, afectan la expresi6n de esta enzima. El RNA total de
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Figura 1

Efectos opuestos de PRL y PRL-16K sobre la produccion de NO
por fibroblastos. Produccién de NO por fibroblastos en ausencia (O)
o presencia dc citocinas (@) o concentraciones crecientes de PRL de rata
(M) y PRL-16K humana (A). La producciéon de NO fue medida
como la acumulacién de nitrato y nitrito en ¢l medio de cultivo después
de 72 hr de tratamicnto. La mezcla de citocinas utilizada fue: IL-1B
(5 ng/ml), TNFa (25 ng/ml) y IFNy (100 U/mi). Los valores representan
la media + SEM.
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PRL imhibe !a produccién de NO por fibreblastes y células AS49.

Produccién de NO por fibroblastos y células A549 cn ausencia de
citocinas (barra blanca) o en presencia de concentraciones crecicntes
de PRL (barras grises). La produccion de NO fue medida como la
acumulacién de nitrato y nitrito en el medio de cultivo después de 72 hr
de tratamiento. La mezcla de citocinas utilizada fue: 1L-1 (5 ng/ml),
TNF (25 ng/ml) y IFN (100 U/ml). Los valores representan la

media + SEM.
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La PRL-16K estimulé la produccién de NO por fibroblastos y
células alveolares tipo II de rata. Produccion de NO por fibroblastos,
células alveolares tipo 11 y A549 en ausencia (Cont) o presencia de
citocinas (Cit), PRL (23K) humana (100 nM) o PRL-16K (16K}
humana (10 nM). La produccién de NO fuemedida como la acumulacion
de nitrato y nitrito en el medio de cultivo después de 72 hr de tratamiento.
La mezcla de citocinas utilizada fue: IL-1B (5 ng/ml), TNFo. (25 ng/ml) y
IFNY (100 U/ml). Los valores representan la media + SEM.
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Figura 4

PRL-16K estimulé la produccién de NO en forma dependiente
de la dosis. Produccién de NO por fibroblastos en ausencia () o
presencia de citocinas (@) o concentraciones crecientes de PRL-16K
humana (A) o de rata (W). La produccion de NO fue medida como Ia
acumulacion de nitrato y nitrito en el medio de cultivo después de 72 hr
de tratamiento. La mezcla de citocinas utilizada fue: IL-1P (5 ng/ml), TNFar
(25 ng/ml) y IFNy (100 U/ml). Los valores representan la media + SEM.
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fibroblastos tratados con PRLs-16K, PRL o citocinas fue sometido a RT-PCR y
Southern blot. El resultado obscrvado fue consistente con los hallazgos obtenidos
sobre la produccién de NO. Se detecté expresién basal de iNOS en las células control
y mientras las citocinas y la PRL.-16K estimularon, la PRL inhibié la expresién de
iNOS, siendo casi indetectable para el caso de las células tratadas con PRL humana

(Fig. 6). Se amplificaron cantidades equivalentes de f-actina para todos los casos.

La sintcsis de iNOS fue confirmada por Western blot. iNOS fue
claramente detectada en lisados de fibroblastos tratados con citocinas o PRL-16K,
mientras que no se detecté iNOS en los lisados de células control o tratadas con PRL
(Fig. 7A). La estimulacién de la expresién de iNOS por PRL-16K fue dependiente de
la dosis (figura 7B) confirmando los resultados mostrados en la figura 4, L-NAME no
afectd la expresion de iNOS estimulada por citocinas o PRIL-16K (Fig. 7B). Estc
resultado muestra que ¢l L.-NAME inhibi6 la produccién de NO (ver Fig. 5) por iNOS
sin afectar la expresion de la enzima. La presencia de iNOS fue evidente a las 8 hrs

después del tratamiento con PRL-16K (no se muestra).

Nuestros resuitados indican que la PRL y la PRL-16K tienen efectos
opuestos sobre la produccion de NO en fibroblastos y epitelios pulmonares. Mientras
la PRL inhibe, la PRL-16K estimula dramiticamente la produccién de NO y la

expresién de la iNOS con un efecto méximo comparable al de citocinas

proinflamatorias,

Con el proposito de caracterizar el efecto opuesto de PRL y PRL-16K
sobre la produccién de NO, se analizé la expresién de receptores para PRL en

fibroblastos y células tipo II de pulmén de rata fetal. En las células tipo II se
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detectaron productos de amplificacién de 1343 y 1016 pb correspondientes a los
receptores “largo”™ y “‘corto”, respectivamente (Fig. 8). En fibroblastos sélo se
detectaron muy bajos niveles de expresion del receptor “largo” después de la
sobreexposicién (24 hr) de la autorradiografia correspondiente al Southem blot (Fig.
8). Se utilizd como control positivo la amplificacién del cDNA del receptor largo de
PRL. No se detecté sefial positiva en ausencia de retrotranscripcién (control

negativo),

PRL y PRL-16K tienen efectos opuestos sobre la produccién de NO
por fibroblastos y estas células s6lo expresan muy bajos niveles del receptor “largo”
para PRIL.. Estos resultados sugieren la existencia de un nuevo receptor para PRL-16K
diferente a los receptores ya conocidos. Resultados recientes de nuestro grupo apoyan
esta hipdtesis. La uni6n de {1251) PRL-16K de rata a preparaciones de membranas de
fibroblastos de pulmoén de rata fetal es de alta afinidad (Kd= 7.3 nM), saturable
(Bmax= 10.4 pmol/mg proteina) y es potentemente desplazada por PRL-16K de rata
pero no por PRL.. Esto es consistente con observaciones previas de Clapp y col. que
revelaron la presenciz de un sitio de unién especifico para PRIL.-16K sobre células
endoteliales’®. Este resultado revela que los fibroblastos de pulmén de rata fetal

expresan un receptor especifico para PRL-16K.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que PRL-16K estimula la
expresion de iNOS a través de un receptor propio y que PRL la inhibe actuando a
través del receptor “largo”. Sin embargo, las células alveolares tipo II también
expresan el receptor “largo” pero no se observa un efecto inhibitorio de PRL sobre 1a

produccion de NO por estas células. Por otra parte, el efecto inhibitorio de PRL sobre
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La produccién de NO estimulada por PRL-I6K es inhibida
por el inhibidor de NOS L-NAME, pero no por el isdémero inactivo
D-NAME. Cultivos de fibroblastos fueron crecidos en ausencia (Cont)
o presencia de citocinas (Cit), PRL-16K humana (10 nM, h16K) o de rata
(100 nM, r16K). Los tratamicntos se realizaron en ausencia (barras
blancas) o presencia de 1 nM de L-NAME (barras negras) o de D-NAME
(barras grises). La produccién de NO fue medida como la acumulacién de
nitrato y nitrito en ¢l medio de cultivo después de 72 hr de tratamiento.
La mezcla de citocinas utilizada fue: IL-1p (5 ng/ml), TNFe (25 ng/ml)
y IFNYy (100 U/ml).Los valores representan la media + SEM.
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Figura 6

PRL-16K induce la expresién del mRNAde iNOS en fibroblastos
de pulmén de rata fetal. RT-PCR y Southern blot del RNA total de
fibroblastos después de 20 hr de tratamiento en ausencia (Centrol) o
presencia de citocinas (Citocinas), PRL-16K (16K) humana (10nM) o
de rata (100 nM) y PRL (23K) humana (100 nM) o de rata {100 nM}.
La mezcla de citocinas utilizada fue: [L-1P (5 ng/ml), TNFa (25 ng/ml)
y IFNY (100 U/ml).Se muestra la amplificacion de B-actina como control
de cargado.
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Figura 7

La PRL-16K estimula la sintesis de iNOS en fibroblastos.

A) Deteccién de iNOS en Western blot de lisados de fibroblastos después de
72 hr de tratamiento en ausencia (Control) o presencia de citocinas (Citocinas),
PRL-16K humana (10 nM) o de rata (100 nM) o PRL humana (100 nM)o de rata
(100 nM). Se muestra como control positivo de iNOS el lisado celular de
macrofagos activados con citocinas (MA).

B) Deteccion de iNOS en respucsta a dosis crecientes de PRL-16K humana
(arriba) o de rata (abajo). Células tratadas con citocinas o PRL-16K humana
(10 nM) o de rata (100 nM) fueron incubadas en presencia de L-NAME.

L.a mezcla de citocinas utilizada fue: IL-1 (5 ng/ml), TNF (25 ng/ml} y
IFN (100 U/ml).
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Expresién de receptores de PRL em fibroblastos y células alveolares
tipo II de rata fetal. RT-PCR y Southern blot del RNA total de
fibroblastos y células alveolares tipo II, utilizando cebadores
especificos para detectar el receptor “largo” o “corto” para PRL de rata.
Se muestra como control positivo la amplificacion del cDNA del receptor
“largo™ y como control negativo la ausencia de retrotranscripcion (-RT).
I.a ficura de la derecha corresponde a una exposicion de la placa sobre ¢l

Southern blot de 5 min y la de la derecha corresponde a 24 hr,
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la produccién de NO contradice recientes hallazgos de Raso y col. en los que PRL
tuvo un efecto levemente estimulatorio (<5 uM) sobre la produccién de NO por
células de un glioma de rata (C6)™. Esta discrepancia sugiere que los efectos de PRL
sobre la produccién de NO podrian ser tipo celular especificos. Por otra parte, el
efecto estimulatorio minimo de PRL sobre esta linea celular podria ocurrir de forma
indirecta después del procesamiento local de PRL para producir PRL-16K y ésta

podria ser la responsable del aumento en la produccién de NO.

Ausencia de efecto de PRL o PRL-16K sobre la proliferacion
de células pulmonares

La PRL y la PRL-16K no tuvieron efecto sobre la proliferacién de
fibroblastos y células alveolares tipo II de rata fetal y células A549. En el caso de las
células NHBE, mientras PRL no tuvo efecto, PRL-16K tuvo un efecto levemente
inhibitorio que no llegé a ser significativo (Fig. 9). Estos resultados no permiten
descartar que bajo otras condiciones experimentales o, para el caso de las células
fetales, en otras ctapas del desarrollo las PRLs tengan efecto sobre la proliferacion de

estos tipos celulares.

Expresion de PRL en fibroblastos y epitelios pnlmonares

Los hallazgos previos muestran que la PRL y la PRL-16K modifican
la produccién de NO por células pulmonares y sugieren que estas moléculas podrian

regular la produccién de NO en el pulmén in vive. El pulmén puede ser blanco de la
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Figura 9

Ausencia de efecto de PRL y PRL-16K sobre la proliferacion de células
pulmonares. Las células fueron incubadas por 60 hr en ausencia K)o
presencia (4 ) de PRL (derecha) o PRL-16K (izquierda). Se midié6 la
incorporacién de timidina tritiada al DNA como {ndice de proliferacion. Los
valores representan la media +SEM.
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PRL y la PRL-16K presentes en la circulacién o, eventualmente, estas

moiéculas podrian ser producidas localmente por células pulmonares.

Con el prop6sito de determinar la produccién de PRI por células
pulmonares, RNA total de fibroblastos, células alveolares tipo II y células A549 fue
sometido a RT-PCR utilizando cebadores derivados del cDNA de la PRL pituitaria de
rata o humana, respectivamente. Se detectd expresién de PRL en fibroblastos (Fig.
10a) y en células A549 (Fig. 10b), pero no en células alveolares tipo II (Fig. 10a). Se
obtuvieron productos de amplificacién de 388 pb y 560 pb para fibroblastos de rata y
células A549 humanas, respectivamente. La diferencia en el tamafio de los productos
amplificados se debe a que en ¢l caso de l1a PRL de rata se amplific6 entre los exones
2 y 4 del gen y para la PRL humana entre los exones 2 y 5. Se utilizé como control
positivo cDNA de pituitaria de rata o placenta humana, respectivamente. No se

detect$ sefial positiva en ausencia de retrotranscripcién (control negativo).

Consistentemente con la expresion del gen, el andlisis por Wesiern
blot de lisados celulares reveld la presencia de PRL en fibroblastos (Fig. 11) y células
A549 (Fig. 12). Para ¢l caso de los fibroblastos, el antisuero ahPRL-C4 detects dos
bandas inmunorreactivas con pesos moleculares aparentes de 23 y 16 kDa. Estas
proteinas comigraron con los cstdndares de PRL y PRL-16K de rata de pesos
moleculares de 23 (muy tenue, ver figura 13) y 26 kDa, respectivamente (Fig. 12). En
lisados de células A549 se defectaron proteinas inmunorrcactivas cun pesos
moleculares aparentes de 23, 16 y 12 kDa (Fig. 10). Estas bandas fueron reconocidas

por anticuerpos poli (¢hPRL) y monoclonales (INN-hPRI.-368). Se muestran
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estdndares de PRL y PRL-16K humanas, con pesos moleculares de 23 y 14 kDa,

respectivamente.

Ademis, en lisados de c€lulas de epitelio bronquio/traqueal  humano
normal (NHBE) también se detectd la presencia de bandas inmunorreactivas de 23 y
16 kDa (Fig. 13). Mientras las bandas de 23 y 16 kDa de las células NHBE tuvieron
una intensidad similar, la intensidad de la banda de 16kDa fue claramente mayor en

las células A549,

Con el propésito de determinar si las células A549 y NHBE secretan
PRL., sc analizd el efecto de medio condicionado de células A549 o NHBE sobre la
proliferacién de células Nb2. En la figura 14 se compara ¢l efecto de medios
condicionados no concentrados de A549 y NHBE sobre Nb2. El medio condicionado
de NHBE estimuld la proliferacion de las células Nb2 en forma dependiente de la
dosis, mientras que el de A549 no tuvo efecto. E! antisuero chPRL neutralizé
completamente el efecto estimulatorio del medio condicionado de NHBE sobre la
proliferacién de Nb2, indicando la especificidad del efecto de PRL. La concentracién
de PRL estimada en el medio condicionado de NHBE fue de 160 pg/ml. El medio
condicionado concentrado (8X) de A549 estimuld Ia proliferacion de las células Nb2
en forma dependiente de la dosis y esta estimulacién fue parcialmente inhibida por ¢l
ohPRL (1:300) (Fig. 15a). La figura 15b muestra el efecto del estdndar de hPRL en
ausencia o presencia de ohPRL (1:300). El ohPRL neutraliz6 completamente el
efecto de PRI excepto para la dosis mds alta (100 ng/ml). Estos resultados indicaron
la presencia de pequefias cantidades de PRL biolégicamente activa en el medio

condicionado de A549. La concentracién de PRI estimada fue de 20.5 pg/ml. T.a
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porcién del efecto estimulatorio no neutralizado por los anticuerpos se debid
probablemente a la presencia de IL-2 en el medio condicionado de A549%7,

interleucina que también estimula la proliferacién de las células Nb2%,

Estos resultados indican diferencias entre las células A549 y NHBE
en ¢l procesamiento de 1a PRL. En el caso de las células A549, el Western blot de
homogenados celulares revela una mayor abundancia de PRL-16K y mediante el
bioensayo con Nb2 se detectaron muy bajos niveles de PRI. bioactiva en el medio
condicionado. Estos datos indican que las células A549 expresan el gen de la PRL y
la mayor parte de la proteina sintetizada se procesa proteoliticamente para dar PRL-
16K. Dado que la PRL-16K carece de parte del sitio 1 dc uni6n al receptor de PRL
que incluye a las a-hélices 1 y 4 @, s¢ piensa que es incapaz de activar la via de

sefializacién que se traduce en un aumento de la proliferacion de Nb2.

Por otra parte, las células NHBE también producen PRL la cual es
parcialmente procesada a PRL-16K, sin embargo se detecta mayor cantidad de PRL

en el Western blot y mayor bioactividad tipo PRL en el medio condicionado.

Estos resultados indican que ¢l procesamiento proteolitico de la PRL
para formar PRI.-16K est4 favorecido en el epitelio de tipo canceroso en comparacién
con el epitelio normal. Esta diferencia entre células cancerosas y normales tiene
posibles implicaciones sobre la regulacion de la angiogénesis y/o sobre la produccién
de NO. Sin embargo, para confirmar esta hipdtesis hace falta profundizar cn la

investigacion.
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Figura 10

Expresién del mRNA de PRL en fibroblastos de pulmon de rata fetal
y células A549. a) RT-PCR y Scouthern blot del RNA total de fibroblastos
y células alveclares tipo II. Se utilizé como control positivo RNA total
de la pituitaria de rata y la ausencia de retrotranscripcién como
control negativo (-RT).

b) RT-PCR y Southern blot del RNA total de células A549. Se muestra
como control positivo la amplificacién del cDNA de la PRL humana y
como control negativola ausencia de retrotranscripcion (-RT).
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Figura 11

Identificacion de proteinas inmunorreactivas tipo PRL en lisados de
fibroblastos. Western blot de homogenados de fibroblastos utilizando
arPRL-C4. Se mucstran los estdndares de PRL (50 ng) y PRL-16K (50 ng)
de rata.
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Figura 12

Identificacién de proteinas inmunorractivas tipo PRL en lisados de
c€lulas A549. Western blot de homogenados de células A549 utilizando
ohPRL o Mab INN-hPRL-368. Se muestran 5,10 y 20 ug de protefna
total para los homogenados celulares y 50 ng de los estdndares de PRL
y PRL-16K humanas,
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Figura 13

Identificacién de proteinas tipo PRL en lisado de células NHBE
en comparacion con células A549, Western blot de homogenados de
NHBRE o A549 utilizando o«hPRL, Se muestran 5, 10 y 20 jig de pooicfia
total para los homogenados celulares y 50 ng de los estdndares de PRL
y PRL-16K humanas.
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Identificacién de actividad tipo PRL en el medio condicionado de NHBE.
a) Proliferacién de células Nb2 en presencia de medio condicionado de NHBE
0 A549 (0, 5, 10, 20 ul) en ausencia (barras grises) o presencia de ahPRL
(1:300) (barras negras). Después de 60 hr de incubacién se midié la
reduccién de MTT como fndice del nimero de células. Los valores
representan la media + SEM.
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Figura 15

Identificacion de actividad tipo PRL en el medio condicionado de A549,
a) Proliferacidn do cflutas Nb2 en presencia de wedio condicionado de Ad4Y
8X (0, 5, 10, 20 p1).

b) Proliferacién de células Nb2 en presencia de hPRL { W) o hPRL miés
ohPRL (1:300) (O3).

Después de 60 hr de incubacién se midi6 la reduccién de MTT como {ndice
del niimero de céiulas. Los valores representan la media + SEM.
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Analisis de posibles efectos autdcrinos de las PRL endédgenas

Con el fin de analizar el posible efecto autdcrino de las PRLs
epiteliales sobre la proliferacién, las células A549 o NHBE fueron cultivadas en
presencia de 1gG aisladas de los antisucros ahPRL y arPRL-C1; IgG de suero normal
de conejo (SN) ¢ IgG monoclonales anti-PRL 16K humana (1G8). Los anticuerpos no
tuvieron efecto sobre la incorporacién de timidina tritiada al DNA de ninguno de los

tipos celulares (Fig.16 y 17).

Con el proposito de analizar el posible efecto autécrino de las PRLs
endégenas sobre la produccién de NO, las células A549 fueron cultivadas en
presencia de IgG aisladas de los antisueros ahPRL y orPRL-C1; IgG de suero normal
de conejo (IgG SN) e IgG monoclonales anti-PRI.-16K humana (1G8). El tratamiento
con IgGs aisladas del ahPRL estimulé la produccién de NO, mientras que el
tratamiento con otras 1gGs no tuvo efecto (Fig. 18). L.-NAME inhibi6 ¢l aumento en la
produccién de NO estimulada por IgG policlonales anti-PRI. 23K humana asi como el
de las citocinas estimulantes TNFa, IFNy y IL-18 (Fig. 19). Estos resultados indican
la presencia de proteinas tipo PRI con efecto autécrino inhibitorio sobre la
produccién basal de NO por células A549. Como se menciond anteriormente, la PRIL.-
16K no tuvo efecto estimulatorio sobre la produccién de NO por células A549, en
cambiv PRI tuvo un ¢fecio inhibitorio. Esto sugiere que la pequefia cantidad de PRI
secretada por las células A549 es capaz de inhibir en forma aut6crina la produccion

basal de NO de estas células.
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Figura 16

Ausencia de efecto de anticuerpos anti-PRL sobre la proliferacion de
células A549. Incorporacién de timidina tritiada al DNA de células A549
en respuesta a 10pg/mi de IgG de suero normal de conejo (SN), ahPRL,
arPRL-C1 o 1G8. Los valores representan 1a media + SEM.
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Figura 17

Ausencia de efecto de anticuerpos anti-PRL sobre la proliferacién
de célnlas NHBE, Incorporacifén de timiding tritiada al DNA dc céhulas

NHBE en respuesta a |Oug/ml de 1gG de suero normal de conejo (SN),
ohPRL. ¢ arPRL-C1. Los valores representan la media + SEM.
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Figura 18

Anticuerpos anti-hPRL estimulan la produccién basal de NO por células
A549. Produccion dc NO por células A549 en ausencia (barra blanca)
o presencia (barras grises) de 10pg/ml de IgG de suero normal de conejo
(SN), cthPRIL., orPRL-C1 0 1G8. Los valores epresentan la media + SEM.
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Figura 19

L-NAME inhibe el efecto estimulatorio de chPRL sobre la produccién
de NO por A549. Produccion de NO por células A549 en ausencia (Cont)
o prescncia de ahPRL {24 pg/ml); ciiocings {Ci) 0 WhPRL més citocinas
(Cit + ohPRL). Todos los tratamientos se realizaron en ausencia (barras
grises) o presencia de ImM de L-NAME (barras negras). La mezcla de
citocinas utilizadas fue: IL-1B (5 ng/ml), TNFa (25 ng/ml} y [FNy (100 U/ml).

Los valores representan la media + SEM.
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CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la PRL y la
PRL-16K no afectan la proliferacién de las células pulmonares bajo las condiciones
analizadas. Sin embargo, con los resultados obtenidos no es posible descartar
completamente un efecto sobre la proliferacién celular durante otras etapas del

desarrollo o bajo otras condiciones experimentales.

Por otra parte, los resultados muestran que la PRL y la PRL-16K
ticnen efectos opuestos sobre la expresién de iNOS y la produccién de NO por
fibroblastos y células epiteliales pulmonares. Mientras que la PRL tiene un efecto
inhibitorio, Ia PRL-16K tiene un efecto fuertemente estimulatorio comparable al de
citocinas proinflamatorias (IL-18, IFN-y y TNF-at). Los resultados sugieren que la
PRI actia a través del receptor “largo” de PRL, ya que se detect6 la expresion del
mismo, y sugieren que el efecto estimulatorio opuesto de la PRL-16K ocurre a través
de un receptor especifico distinto a los receptores conocidos para PRI.. Experimentos
de unién y desplazamiento de ligando en los se detect6 un sitio de unién especifico

para PRI.-16K ¢n fibroblastos de pulmén de la rata fetal, apoyan esta posibilidad.

Por otra parie, nuestros resultados indican que fibroblastos y células
epiteliales del pulmén producen PRI. y PRL-16K. Esto sugiere que ambas PRLs
pueden tener efectos autderinos y pardcrinos en la regulacion de la produccion de NO
en ¢l pulmén. La produccién local de PRL puede contribuir a mantener bajos niveles

basales de NO y por el contrario la PRL-16K podria contribuir a la produccién de
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altos niveles de NO, producidos por la actividad de iNOS durante procesos

inflamatorios y de defensa del huésped del tracto respiratorio.

En vista de las propicdades dnicas de PRL-16K versus PRL, la(s)
proteasa(s) responsables del procesamiento de PRL jugarfan un papel fundamental en
la regulacién local de la produccién de NO. En este sentido, recientemente se ha
observado que los estrogenos son capaces de regular el procesamiento proteolitico de
PRL para dar lugar a PRL-16K en el sistema neurohipofisario™. La posibilidad de que
el corte de PRL para formar PRL-16K sea un proceso regulado le confiere un
significado adicional a las propiedades opuestas de estas proteinas y garantiza nuevos

estudios.

Finalmente, estos resultados revelan que la protedlisis de la PRL le
confiere a esta hormona propiedades y funciones que reflejan aquellas de las citocinas
proinflamatorias y esto pucde contribuir a efectos sobre el sistema inmune

previamente atribuidas sélo a la PRL..
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Prolactin (PRL), originally associated with milk secre-
tion, is now known to possess a wide variety of biologi-
cal actions and diversec sites of production beyond the
pituitary. Proteolytic cleavage is a commox post-trans-
lational modification that can either activate precursor
proteins (i.e. cytokines, matrix metalloproteinases) or
confer upon the peptide fragment unique biological ac-
tions not exerted by the parent molecule {i.e. antiangio-
genic factors such as angiostatin and endostatin). Re-
cent studies have demonstrated that the 16-kDa
N-terminal proteolytic cleavage product of PRL (16K-
PRL) acts as a potent inhibitor of angiogenesis. Despite
previous demonstrations of 16K-PRL production in vive,
biological functions beyond its antiangiogenic actions
remain unknown. Here we show that 18K-PRL, but not
full-length PRL, acts to promote the expression of the
inducible isoform of nitric-oxide synthase (iNOS) and
nitric oxide (NO) production by pulmonary fibroblasts
and alveolar type II cells with potency comparable with
the proinflammatory cytokines interleukin-18, inter-
feron 7, and tumor necrosis factor a. The differential
effect of 16K-PRL versus PRL occurs through a receptor
distinct from known PRL receptors. Additionally, pul-
monary fibroblasts express the PRL gene and endog-
enously produce 16K-PRL, suggesting that this pathway
may serve both autocrine and paracrine roles in the
regulation of ‘NO production. These results reveal that
proteclytic cleavage of PRL confers upon this classical
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hormone potent iNOS inducing activity, suggesting its
role in inflammatory/immune processes.

Although PRL! was originally identified as a lactotrophic
hormone secreted by the pituitary gland, accumulating evi-
dence has implicated PRL in a strikingly diverse array of
physiological functions, including osmoregulation, reproduc-
tion, and behavioral modifications (1, 2). PRL synthesis has
been demonstrated in numerous extra-pituitary tissues, in-
cluding endothelial (3}, neurenal, and immune cells {ie. lym-
phocytes, mononuclear cells, and thymocytes) (1). Moreover,
the emerging role of PRL in immunoregulation has led to the
concept of a dual function for PRL as both a circulating hor-
mone and a cytokine (1). The tenet of PRL as a cytokine is
further established by studies demonstrating its structural
similarity to members of the cytokine/hematopoietin family (4)
and that PRL receptors belong to the cytokine/hematopoietin
receptor superfamily (5). Perturbation of PRL physiology ap-
pears to have significant immunologic effects in humans, where
hyperprolactinemia is associated with autoimmune diseases,
including systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis,
multiple sclerosis, and uveitis (6). All these conditions are also
associated with elevated tissue iNOS expression and "NO pro-
duction (7). Consistent with these observations, hyperpro-
lactinemia has been associated with elevated ‘NO levels in a rat
mode! of acute inflammation (B).

PRL can be post-translationally processed by proteolytic
cleavage, giving rise to 16K-PRL, a fragment that has unique
antiangiogenic actions not shared with the full-length molecule
{9-.11). 16K-PRL has been detected in the pituitary and serum
of humans, rats, and mice (12, 13)and actsas a potent inhibitor
of angiogenesis in vivo and in vitro, inhibiting endothelial cell
proliferation (9, 10, 11) and stimulating type 1 plasminogen
activator inhibitor expression (11). Finally, 16K-PRL has been
shown to increase endothelial cell cAMP levels (14), an occur-
rence that has been shown to induce iNOS expression (15).
16K-PRL adds to a growing list of proteins that acquire specific
functions or become activated as the result of the proteolytic
cleavage of large precursors. This is the case of other potent
antiangiogenic factors, like angiostatin (16) and endostatin
(17), some cytokines, like TNFa (18) and IL-18 (19), 2nd matrix
metalloproteinases (20).

Although PRL manifests cytokine-like signaling properties
and can be elevated in conditions where iNOS expression is
increased. the influence of the proteolytic processing to 16K-
PRL on ‘NO production and iNOS expression remains un-
known. Here we report that 16K-PRL, but not full-length FRL,

promotes the expression of iNOS and NO production by rat
pulmonary fibroblasts and alveolar type II cells. The stimula-
tory effect of 16K-PRL appears to occur through a receptor
distinct from known PRL receptors, since a specific, high affin-
ity, saturable binding site for 16K-PRL was found, while clas-
sical PRL receptors were not expressed at detectable levels in

1 The abbreviations used are: PRL, prolactin; 16K-PRL, 16 kDa N-
tg::minal proteolytic cleavage product of PRL; iNOS, inducible nitric-
oxide synthase; 'NO, nitric oxide; IL-18, interlukin 18; IFN.y, inter-
feron v; TNF-a, tumor necrosis factor-o; L-NAME, L-N®-arginine methyl
ester; DNAME, p-N®-arginine methyl ester; RT-PCR, reverse tran-
scription-polymerase chain reaction,
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2 Stimulation of NO Production by 16K-FPRL

resting pulmonary fibroblasts. Additionally, pulmonary fibro-
blasts express the PRL gene and endogenously produce 16K-
PRL, suggesting a local function of this fragment in the regu-
lation of ‘NO production in the lung.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents—Rat pituitary PRL was from the National Hormone and
Pituitary Program (NHPP). Rat 16K-PRL was generated after enzy-
matic proleolysis of PRL by an extract from rat mammary gland (10).
Human recombinant PRL and 16K-PRL were generated as described
previously (10). Endotoxins were determined by the Limulus amebocyte
lysate assay (E-Toxate, Sigma), Recombinant murine interleukin-18
(IL-18), interferon-y (IFN-y), and tumor necrosis factor & (TNF-a) were
from R & D Systems (Minneapolis, MN). L- and p-NS-Arginine methyl
ester (L- and D-NAME) were from Sigma.

Cell Culture—Rat lung fibroblasts and type Il alveolar epithelial
cells were isolated from Harlan Sprague-Dawley rat fetuses of 19-20
days of gestational age (21). Rat aortic smooth muscle cells were iso-
lated as described previously (221, All cells were cultured in Ham's F-12
medium with 10% heat-inactivated fetal bovine serum. Celis grown to
confluence were treated with human 18K-PRL (0.1-10 nM), rat 16K-
PRL (1-100 nu), or full-length PRL (100 n¥, human or rat). For com-
parison, additional cells were treated with a combination of IL-18 (5
ng/ml), IFN-y {100 units/ml}, and TNF-a (500 units/ml).

Nitrite and Nitrate Assay—The oxidation products of ‘NO, nitrite
{NOJ), and nitrate (NO;) were determined in cell culture medium as
described previously (23). .

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction and Southern
Blot—For rat iNOS detection, complementary primers (forward: 5°-
GTGTTCCACCAGGAGATGTTG-3"; reverse: 5'.CTCCTGCCCACT-
GAGTT CG1C-3, 30 cycles, and an annealing temperature of 60 °C
were used. For rat PRL detection, RT-PCR and Southern blot were
perforrned as described previously (24). For the rat PRL receptors a
common forward primer (5"-ATCCTGGGACAGATGGA AC-3)anda
common reverse primer (5-ATCCACACGGTTGTGTCETTC-3") were
used to detect the short, intermediate, and long isoforms. Reverse
primers were used to specifically detect the short (5'-TGGCTGAGGCT-
GACAAAAGAG-3") or long (6'-AGACAGTGGGGCTTTTCTCCT-3') iso-
forms. Forty cycles and an annealing temperature of 56 *C were uscd.
Amplification of B-actin mRNA was used as contro] for efficiency as
described previously (24).

Western Blot—Fibroblasts were homogenized in lysis buffer and sub-
jected to reducing SDS-polyacrylamide gel electropheresis as described
previously (24). Proteins were electrob'otted onto nitrocellulose, probed
with 2.5 ug/ml anti-iNOS polyclonal IgG (Upstate Biotechnology Inc.,
Lake Placid, NY} or 1:500 16K-PRL rabbit antiserum (13) and devel-
oped as described previously (24).

PRL Cleavage—The activity of the enzymes that cleave PRL to
16K-PRL was assayed in fibroblast homogenates as described previ-
pusly (10).

PRL Binding Assays—Binding of 16K-PRL to isolated fibroblasis
membranes was performed as described previously (25}, Binding pa-
rameters (K, and B, } were derived from the competition studies using
the LIGAND program (26).

RESULTS AND DISCUSSION

To evaluate the influence of PRL and 16K-PRL on ‘WO pro-
duction and iNOS expression, primary cultures of fetal rat lung
fibroblasts, fetal rat alveolar type I cells, and rat aortic smooth
wuscle cells were utilized to model the recpense £ roinflam-
matory stimuli. Quantitation of ‘NO production was deter-
mined by measurement of its metabolites nitrite {NOz) and
nitrate (NOj) accumulated in culture media. While human
(Fig. 1a) and rat PRL (not shown) had no stimulatory effect,
16K-PRL potently stimulated ‘NO production by rat fibroblasts
and type II cells, but not by aortic smooth muscle cells (Fig. 1a).
Increasing concentrations of 16K-PRL stimulated "NO produe-
tion by fibroblasts in a dose-dependent manner, with highest
effects observed with 10 and 100 nM of human and rat 16K-
PRL, respectively (Fig. 1b). The higher potency of human com-
pared with rat 16K-PRL is consistent with previous observa-
tions in regard to their antiangiogenic effect {10). The maximal
effect of 16K-PRL was comparable with that exerted by a
mixture of proinflammatory cytokines (TNF-e, IFN-y, and IL-
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Fic. 1. The 16-kDa N-terminal proteolytic fragment of PRL,
but not full-length PRL, stimulates 'NO production by rat pul-
monary fibroblasts and alveolar type I cells. a, production of 'NO
by rat fibroblasts, alveolar type 11 epithelial cells, and smooth muscle
cells in the absence (Con) or presence of cytokines (Cyt), 10 nM human
16K-PRL (16K} or 100 nM human PRL (23K). b, potency of human (4)
and rat (M) 16K-PRL on "NO production by fibroblasts. For comparisen,
cells were cultured in the absence (C) or presence of cytokines (®). c,
16K-PRL-induced 'NO production by fibroblasts is inhibited by the NOS
inhibitor L-NAME, but not the inactive isomer B-NAME. Cells were
cultured in the absence (Con) or presence of cytokines (Cyt), 10 nM
human (h16K) or 100 ny rat 16K-PRL (r16K), in absence (open bars) or
presence of 1 mM L-NAME (black bars) or D-NAME (shaded bars). Inall
cases, cytokine treatment (Cyt or Cytokines) consisted of a mixture of
1L-18 (5 ng/ra)). IFN-~ (100 units/mi). and TNF-a (500 units/ml). 'NO
productien was measured by accumulation of NO; + NOj in culture
medium after 72 h. Values are the mean = S.E.

18). Stimulation of 'NO production by 16K-PRL or cytokines
was completely suppressed by L-NAME (1 m»), a competitive
inhibitor of iNOS, but was not affected by the inactive isomer
p-NAME (Fig. 1c). The possibility of a nonspecific action of
16K-PRL due to endotoxin contamination was excluded, be-
cause native PRL had no positive effect on iNOS expression
even though the concentration used had higher or equivalent
endotoxin content (0.15-0.5 ng of lipopolysaccharide/ml of me-
dium) than 16K-PRL (0.03-0.5 ng of lipopolysaccharide/ml of
medium) as determined by the Limulus amebocyte lysate
assay.
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Fic. 2. 16K-PRL induces nitric-oxide synthase (iNOS) mRNA
and protein expression in rat lung fibroblasts. a, RT-PCR was
performed on total RNA extracted from fibroblasts eultured for 20 h in
the absence (Control) or presence of a mixture of cytokings (Cytokines),
human {10 n¥) or rat (100 ns) 16K-PRL (16K}, or bumfn or rat PRL
(100 nM) (23K). Amplification of B-actin is shown as a loading control. b,
Waestern blot detection of iNOS in fibroblasts follewing treatment (72 h)
in the absence (Control) or presence of cytokines, human or rat PRL
(23K), or 16K-PRL (I6K). Doses were the same as in Fig. 2a. A cell
Iysate of cytokine-activated murine macrophages is shown as a posinve
cantrol (AM). Cytokine treatment consisted of a mixture of IL-13 (5
ng/m}), 1IFN-v (100 units/ml), and TNF-a (500 units/ml).

To determine whether *"NO production induced by 16K-PRL
was mediated through iNOS expression, total RNA of fibro-
blasts treated with 16K-PRL, PRL, or cytokines was subjected
to RT-PCR. Inducible NOS ¢cDNA was detected following expo-
sure of fibroblasts to 16K-PRL and cytokines, with no detecta-
ble iNOS expression in control or PRL-treated cells (Fig. 2a).
Similar amounts of amptified products for B-actin were ob-
served in all cases. Inducible NOS protein synthesis was con-
firmed by Western blot of fibroblast lysates probed with an
anti-iNOS polyclonal antibody (Fig. 2b). Human and rat 16K-
PRL dramatically increased iNOS protein expression, while
iNOS was not detectable in lysates from control or PRL-treated
cells. Expression of iNOS was clearly evident as early as 8 h
following stimulation with 16K-PRL (not shown).

The expression of PRL receptors by lung fibroblasts and type
11 celis was studied to further characterize these novel actions
of 16K-PRL. The presently identified PRL receptors arise from
the same transcript by alternative splicing and differ in the
length and composition of the eytoplasmic domain (2). Expres-
sion of the long (Fig. 4¢) and short (not shown) PRL receptors
was demonstrated in type II cells, while no PRL receptor vari-
ants were observable in fibroblasts. Although type I cells ex-
press PRL receptors, the influence of 16K-PRL on 'NO produc-
tion seems to be independently mediated, since PRL, the
natural ligand, has no stimulatory effect. Moreover, 16K-PRL
stimulated fibroblast iNOS expression and ‘NO production in
the absence of detectable PRL receptors, motivating investiga-
tion of a possible specific binding site for 16K-PRL on these
cells. Binding of 1*%I-labeled rat 16K-PRL by fibroblast mem-
brane preparations was high affinity (X, = 7.3 = 3.9 nn),
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Fic. 2. Detection of a specific 16K-PRL binding site in rat lung
fibroblasts. a, Southern blot analysis of the long PRL receptor mRNA
expression in rat fibroblasts and alveolar type II epithelial cells. Total
RNA was subjected to RT-PCR and Southern blot as described under
“Experimental Procedures.” PRL receptor cDNA (PRLR ¢ DNA) with or
without reverse transcriptase (-RT) are shown as controls. b, displace-
ment of #°L-labeled rat 16K-rPRL binding to fibroblast membranes by
increasing concentrations of unlabeled rat 23K-PRL (O} and 16K-PRL
(@),

100

saturable (B_,, = 7200 * 1730 receptors/cell) and potently
displaced by rat 16K-PRL but not by full-length PRL (Fig. 3b).
This is consistent with a previously observed specific binding
site for 16K-PRL in vascular endothelium (25) and suggests
that lung fibroblasis express 4 specific receptor for 16K-PRL.
Although 16K-PRL has been detected in serum (12), the
proportion of the fragment present in patients with elevated
PRL levels is unknown, since the methodology used to detect
PRL in serum f{(radicimmunoassay or enzyme-linked immu-
nosorbent assay) does not distinguish between molecular vari-
ants, Moreover, local cell production of PRL and its cleavage to
16K-PRL may not be reflected in circulating PRL levels and
this could be a source of 16K-PRL in the lung. To reveal the
possibility of pulmonary PRL production, total RNA from fibro-
blasts and type 11 cells was subjected to RT-PCR using primers
derived from rat pituitary PRL ¢DNA. PRL gene expression
was detected in fibroblasts, but not in type I cells (Fig. 4a), and
both PRL and 16K-PRL protein was demonstrated by Western
blot analysis of cell lysates from fibroblasts (Fig. 4b). Moreover,
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F1G. 4. Prolactin expression and proteolytic clegvage of PRL
by rat lung fibroblasts. a, Southern blot analysis ¢f PRL mRNA
expression in rat fibroblasts and alveolar type 11 epithelial cells. RNA
from rat anterior pituitary was used as a positive control, and omission
of reverse transeriptase (-RT) served as a negative control. Total RNA
was subjected to RT-PCR and Southern blot analysis as deseribed under
“Experimental Procedures.” b, Western blot analysis of endogenous
PRL immunoreactive proteins in homogenates from rat lung fibroblasts
maintained in serum-frec medium for 24 h (Fibroblasts). Exogenous
PRL is proteclytically cleaved following incubation with fibroblast he-
mogenates (Fibroblests + PRL). PRL and 16K-PRL. standards are

shon.

incubatioen of exogenous PRL with fibroblast lysate resulted in
the formation of 16K-PRL (Fig. 4b), demonstrating that fibro-
blasts can locally process PRL to the fragment. These results
suggest that paracrine and autocrine effects of 16K-PRL can
occur in the lung.

This study shows that 16K-PRL acts as a potent proinflam-
matory cytokine that stimulates iINOS expression and NO
production by pulmonary fibroblasts and type I cells, a biclog-
ical effect not shared by full-length PRL. The differential effect
of 16K-PRL versus PRL appears to occur through a specific
receptor for 16K-PRL, since a specific, high affinity, saturable
binding site for 16K-PRL was apparent, and no PRL receptor
expression was detectable in pulmonary fibroblasts under the
culture conditions. Moreover, pulmonary fibroblasts are com-
petent to both express the PRL gene and produce 16K-PRL,
supggesting that this PRL fragment can exert autocrine and
paracrine roles in the regulation of pulmonary inflammatory
“NO production. The absence of a stimulatory effect of PRL
contradicts recent studies where the full-length molecule stim-
ulated "NO production by the rat glioma cell line C6 (27),
suggesting that PRL effects on 'NO produetion are cell-type
specific or that proteolytic processing of PRL to 16K-PRL was
ocurring. The minimal effect of PRL on iNOS expression and
"NO production (<5 uM) by rat glioma cell line C6 (27) suggests
that PRL cleavage to 16K-PRL could be responsible for ‘NO

Stimulation of NO Production by 16K-PRL

production.

The results reported herein reveal that proteolytic cleavage
of PRL confers a potent iNOS-inducing activity on prolactin
reminiscent of proinflammatory cytokines such as IL-18,
IFN-v, and TNF-a (23, 28, 29). Locally produced 16K-PRL may
contribute to the high levels of “NO produced by iNOS activity
during inflammatory and hoest defense processes of the respi-
ratory tract (30-32). In view of the unique properties of 16K-
PRL versus PRL, the protease{(s) responsible for processing
PRL also would critically influence local regulation of 'NO
production. Thus, the observation that estrogens regulate t.
enzymatic cleavage of PRL to 16K-PRL in the rat neurchypoph-
yseal system (24! adds additional significance to pathways
regulating PRL processing and warrants further investigation.
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