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RESUMEN

La piroglutamil peptidasa Il (PPII; E.C.3.4.19.6) es una metaloectopeptidasa de tipo Il que se
expresa en las neuronas y celulas adenohipofisiarias. La evidencia actual sugiere que la PPII
es la responsable de terminar con la actividad de la hormona liberadora de tirotropina (TRH,
pGlu-His-Pro-NH,), secretada por las neuronas hipotalamicas, para modular la sintesis y
secrecion de la prolactina (PRL) y de la tirotropina (TSH) en la pituitaria anterior. Con un
procedimiento de fraccionamiento celular, se demostré que, en la adenohipofisis, la actividad
de la PPII se detecta principalmente en los lactotropos. Sin embargo, el papel de PPII para
modular las actividades endocrinas del TRH no se ha determinado hasta el momento debido a
que no se han definido el o los tipos celulares de la pituitaria que expresan a la PPIl y a que no
se cuenta con herramientas efectivas para manipular de manera selectiva la actividad de la
enzima. Para determinar si la enzima influye en la eficacia y la duracion de la sefializacion
inducida por el TRH en la adenohipdfisis, nosotros: a) mejoramos el conocimiento sobre la
localizacion celular de la PPII y b) manipulamos selectivamente la actividad de la enzima.

Mientras que el 34+3% de las células de la adenohipofisis en cultivo son lactotropos, los
experimentos de hibridacion in situ (HIS) demostraron que la PPII se expresa solo en un 5-
6% de las células de la adenohipofisis. Para investigar en qué tipos celulares se expresa la
PPII, realizamos HIS (ARNm de la PPII) combinada con inmunocitoquimica (PRL, GH o B-
TSH). Unicamente el 66% de las células que expresan a la PPII son lactotropos mientras que
un 34% son somatotropos y los tirotropos no la expresan. La actividad de la PPII se suprimid
de manera selectiva mediante el empleo de oligodeoxinucleétidos antisentido (ASO),
disefiados con un procedimiento teérico, que en base a la prediccion de la estructura
secundaria del ARNm, sugiere sitios potencialmente accesibles para los ASO. Dos de los
PPII-ASO disefiados son muy eficientes (hasta un 60% de supresion de los niveles del ARNm
y hasta un 85% de la actividad enzimatica), especificos para el ARNm de la PPII (no afectaron
los niveles de los ARNm de la aminopeptidasa A, del receptor para el TRH, de la PRL y de la
TSH) y especificos de la secuencia (los oligodeoxinucle6tidos revueltos (SCO) no afectaron
los niveles del ARNm de la PPII). Comparado con el control sin transfectar (mock) o con el
control PPII-SCO, la inhibicién de la PPII por el PPII-ASO incremento6 la liberacion de PRL
liberada en respuesta al TRH. Sorprendentemente, la secrecién TSH inducida por el TRH no
se afectd perceptiblemente por el tratamiento antisentido. Estos resultados demuestran que la
expresion de la PPII en los lactotropos coincide con su capacidad de modular la liberacion de

PRL y puede desempefiar un papel especializado en la sefializacion de TRH en la pituitaria
2



anterior. Asi, las ecto-peptidasas en la pituitaria anterior pueden tener funciones Unicas de

acuerdo a su expresion especifica en las células.



ABSTRACT

Pyroglutamyl peptidase Il (PPII; E.C.3.4.19.6) is a type Il zinc metallo-ectopeptidase located
on neuronal and adenohypophyseal cells. Current evidence indirectly suggests that PPII
terminates the actions of neuronally released thyrotropin-releasing hormone (TRH, pGlu-His-
Pro-NH;), a neuropeptide that modulates synthesis and secretion of prolactin (PRL) and
thyrotropin  (TSH). Using cell fractionation, it was previously shown that in the
adenohypophysis, PPII activity is detected principally in lactotrophs. However, the role of
PPII in modulating the endocrine activities of TRH has not been determinated yet because the
cell types where it is expresed are poorly defined and due to the absence of effective tools to
selectively manipulate the activity of the enzyme. To study whether the enzyme effectively
influences the extent and duration of TRH signaling in adenohypophysis, we have: a)
improved knowledge of its cellular distribution and b) selectively manipulated the activity of
the enzyme.

While 34+3% of the adenohyphyseal cells in culture were lactotrophs, in situ hybridization
(ISH) experiments showed that PPIl mRNA is only expressed in 5-6 % of adenohypophyseal
cells. To investigate in which cellular types PPII is expressed, we performed ISH (PPII
mRNA) combined with immunocytochemistry (PRL, GH or B-TSH). Only 66% of PPII
MRNA expressing cells were lactotrophs, 34% somatotrophs while none were thyrotrops. To
selectively reduce PPIl activity, we performed knockdown experiments using
phosphorothioate antisense oligodeoxynucleotides (ASO), designed through prediction of PPII
MRNA secondary structure. Two of the PPII-ASO were very effective (up to 60% of PPII
MRNA suppression and 85% of enzymatic activity), target-specific (aminopeptidase A, TRH-
receptorl, PRL and TSH mRNA levels were not affected) and sequence specific (scrambled
oligodeoxynucleotides (SCO) had no effect on PPII mRNA levels). Compared with mock or
PPII-SCO treated controls, downregulation of PPIl expression by antisense targeting
significantly increased TRH -induced PRL secretion. Surprisingly, TRH-induced TSH
secretion was not affected significantly by antisense treatment. These results demonstrate that
PPII expression in lactotrophs coincides with its ability to control PRL release. It may play a
specialized role in TRH signaling in the anterior pituitary. Anterior pituitary ecto-peptidases

may fulfill unique functions associated with their restricted cell-specific expression.



INTRODUCCION

El Sistema Neuroendocrino

La vida, de los organismos multicelulares, depende de una elaborada red de comunicacion
celular que permite la coordinacion de funciones tales como; la diferenciacion, el metabolismo
y el crecimiento. Esta comunicacién permite establecer y mantener un ambiente interno
controlado u homeostasis. La homeostasis es mantenida de manera muy importante por el
sistema neuroendocrino, en el cual el sistema nervioso y el sistema endocrino se encuentran
fisica y funcionalmente unidos por una regién especifica del cerebro: el hipotalamo (Schmid-
Nilsen, 1986).

El hipotalamo es el centro de control de varias funciones nerviosas, entre las que destaca la
regulacion de la temperatura corporal y el control en el consumo del alimento y el agua.
Ademas, este centro participa en el control del sistema endocrino. El control es ejercido hacia
la pituitaria posterior o neurohipo6fisis via proyecciones nerviosas directas y hacia la pituitaria
anterior o adenohipdfisis via el sistema portahipofisiario (Schmid-Nilsen, 1986). La
neurohipoéfisis estd embriol6gicamente y anatdmicamente unida con el hipotdlamo. Las
neuronas del hipotdlamo proyectan sus axones a la pituitaria posterior por lo que la
neurohipofisis estd formada por axones y terminales nerviosas de las neuronas hipotalamicas.
Las hormonas almacenadas en las terminales son liberadas a la circulacién sanguinea en
respuesta a un estimulo eléctrico. Las terminales nerviosas estdn rodeadas por astrocitos
modificados Ilamados pituicitos que juegan un papel importante en el control local de la
liberacion de las hormonas oxitocina y vasopresina.

La adenohipdfisis estd separada fisicamente del cerebro, pero unida funcionalmente al
hipotdlamo por un sistema especializado de vasos capilares llamado el sistema
portahipofisiario (figura 1). Algunas de las neuronas del hipotdlamo proyectan sus axones
hacia la eminencia media en donde sus terminales secretan a las hormonas hipofisiotrdpicas a
un plexo capilar; estos capilares se conectan a un sistema de vasos portales que permiten la
irrigacion directa de la adenohipdfisis. Este tipo de conexion permite que las neurohormonas
Ileguen a la adenohipofisis antes de ser diluidas en el sistema circulatorio. Se ha establecido la
presencia de varias neurohormonas involucradas en el control de la adenohipdfisis entre las
que destacan las de naturaleza peptidica: la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que
regula la sintesis y liberacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH); la hormona

liberadora de gonadotropinas (GnRH), que regula la sintesis y liberacion de las hormonas
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luteinizante (LH) y estimulante del foliculo (FSH); la hormona liberadora de hormona de
crecimiento (GHRH), que modula la sintesis y liberacién de la hormona de crecimiento (GH);
y la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que regula la sintesis y liberacion de la hormona
estimulante de la tiroides (TSH) y de la prolactina (PRL). La liberacién de las hormonas de la
adenohipofisis también se regula por mecanismos de retroalimentacion negativa por hormonas
periféricas. Ademas, la comunicacion entre las células de la adenohipofisis por mensajeros
paracrinos y/o autocrinos permite un mecanismo de regulacion adicional para modular la

funcién de la glandula (Schwartz, 2000).

/f Neuronas secretoras
]“ parvocelulares

Hipotdlamo

Liberacién de las hormonas
hipofisiotropicas

bx |

Torrente sanguineo

Vasos capilares -
Adenohipdfisis

i

.i Liberacion de las hormonas
adenohipofisiarias

Células de la

adenohipofisis Torrente sanguineo

ACTH, FSH, GH, LH, PRL y TSH

Figura 1. Representacién esquematica del control hipotalamico de la adenohipdéfisis. Las neuronas parvocelulares proyectan sus
terminales hacia la eminencia media en donde secretan a las hormonas hipofisiotrépicas a los capilares portahipofisiarios. Estas
hormonas alcanzan a la adenohipéfisis donde disparan o inhiben la liberacion de las hormonas adenohipéfisiarias.

La adenohipdfisis ejerce funciones criticas en el control homeostatico en los vertebrados, en
donde integra a un complejo mecanismo de retroalimentacion, recibiendo informacion del
cerebro y de los 6rganos endocrinos tales como la glandula tiroides, la glandula adrenal, las
gonadas, por lo que esta glandula regula procesos vitales como el metabolismo, el
crecimiento, la reproduccion y el comportamiento (Treier y Rosenfeld, 1994). El control que
ejerce la pituitaria sobre las glandulas endocrinas en el organismo ha permitido considerarla

como la glandula maestra del sistema endocrino (Schmid-Nilsen, 1986; Bear et al., 1996). La
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adenohipdfisis se deriva de la porcion anterior de la cresta neural y surge como una
invaginacion de la capa del ectodermo oral llamada saco de Rathke (Treier y Rosenfeld, 1994;
Dasen et al., 1998). La adenohipdfisis esta conformada por cinco tipos celulares, definidos por
las hormonas que producen y secretan. Los corticotropos secretan a la ACTH que regula la
funcion adrenal, los gonadotropos secretan LH y FSH que influencian la funcion de las
gonadas, los tirotropos secretan a la TSH que controla a la glandula tiroides, los lactotropos
secretan a la PRL que regula la produccion de leche y otras numerosas actividades y los
somatotropos secretan a la GH que regula el crecimiento (Treier y Rosenfeld, 1996; Dasen et
al., 1999). Las poblaciones de estos grupos celulares en la glandula no estan representadas por
igual y su cantidad depende de la especie, el sexo y la edad. Los grupos celulares mas
abundantes son los lactotropos y los somatotropos, que juntos representan aproximadamente
del 52 al 76 % del total de células endocrinas; esto es, del 20-36 % son lactotropos y del 32-40
% son somatotropos (Ashworth y Hinkle, 1996; Yu et al., 1998; Yamamoto et al., 1986;
Konaka et al., 1997; Song et al., 1989; Bookfort et al., 1986; Lloyd y Landefeld, 1986). El
resto de los grupos celulares representa de un 24 a un 48 % en donde los tirotropos
representan solo el 1.5-2 % en animales eutiroideos y del 8 al 10 % en hipertiroideos
(Ashworth y Hinkle, 1996; Yu et al., 1998). Se ha descrito un tipo celular llamado
somatolactotropo que es capaz de sintetizar y secretar tanto PRL como GH y representa un 12
% de las células (Porter et al., 1990). Ademas de las células endocrinas, se han descrito otros
dos tipos celulares en la glandula pituitaria. Al primer tipo pertenecen las células foliculo
estelares (F-E), que representan del 5-10 % del total de las células de la adenohipdfisis y que
por sus caracteristicas de excitabilidad y su comunicacién con las células endocrinas se han
propuesto como coordinadoras de la funcion de la glandula (Fauquier et al., 2002). Al segundo
tipo pertenecen las células positivas para la proteina nestina, una proteina de filamentos
intermedios asociada con células progenitoras neurales. Estas células representan un pequefio
porcentaje en la glandula (0.5% en ratas jovenes) y se encuentran distribuidas en los tres
I6bulos de la pituitaria. El papel bioldgico de estas células positivas para nestina no se ha
determinado hasta el momento (Krylyshkina et al., 2005).

Para llevar a cabo su funcidn especializada, las células de la pituitaria no estan distribuidas al
azar. Estudios de inmunohistoquimica han mostrado patrones de distribucion caracteristicos
de las células endocrinas dentro de la glandula. Los somatotropos se encuentran dispersos de
manera uniforme en toda la adenohipdfisis y usualmente se sitian a lo largo de los sinusoides.

Este tipo celular es escaso o ausente alrededor del l16bulo intermedio y en la porcién anterior-
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ventral de la glandula (Nakane, 1974). La distribucion de los corticotropos es semejante a la
de los somatotropos y con pocas células en el area adyacente al I6bulo intermedio y en la zona
anterior-ventral de la glandula. Se ha reportado la presencia de tirotropos formando
agrupamientos en la zona central de la adenohipofisis (Nakane, 1974), pero también se han
reportado como dispersos de manera individual en toda la glandula sin una localizacion
especial (Yoshimura et al., 1982). Los lactotropos se presentan dispersos a través de la
glandula y forman grupos pequefios de cinco a diez células (Nogami y Yoshimura, 1982); a
diferencia de los somatotropos y corticotropos este tipo celular si se localiza en areas cercanas
al I6bulo intermedio. Los lactrotropos tienen dos subpoblaciones espaciales y funcionales en
la glandula. La subpoblacion localizada hacia el exterior de la adenohipofisis responde maés al
TRH que a la dopamina y la subpoblacion localizada hacia el centro responde maés a la
dopamina que al TRH (Boockfor et al., 1986 y Boockfor y Frawley, 1987). Los gonadotropos
se distribuyen en toda la glandula, incluyendo las zonas adyacentes al I16bulo intermedio. Estas
células se concentran en el area anterior-ventral de la glandula. Estudios de
inmunocitoquimica han mostrado afinidades especificas entre los diferentes tipos celulares de
la glandula in vivo. Los somatotropos tienen union preferencial por los corticotropos (Nakane,
1974), los gonadotropos estadn frecuentemente rodeados por los lactotropos (Nogami y
Yoshimura, 1982). En algunas regiones los lactotropos forman grupos entre si, al igual que los
tirotropos (Yashiro et al., 1981). Aungque no se aprecien interacciones aparentes entre las
células aisladas en la glandula, un analisis de imagenes en tres dimensiones de los
somatotropos mostr6 que forman una red donde la mayoria se unen entre si por uniones
estrechas lo que les permite una coordinacién funcional (Bonnefont et al, 2005). Las
afinidades entre los diferentes tipos celulares se mantienen en los cultivos primarios de células
de la adenohipdfisis (Noda et al., 2003). Estas caracteristicas morfologicas permiten un micro
ambiente para regular la respuesta de las células en estos lugares.

Las hormonas hipotalamicas, periféricas y los factores paracrinos y autocrinos regulan la
sintesis y liberacion de las hormonas adenohipofisiarias. Varios mecanismos moleculares
determinan la cantidad de factor que actla sobre las células blanco. Estos mecanismos
implican regulacion a nivel de la biosintesis, liberacion e inactivacion. La regulacion en el eje
hipotalamo-hipofisis-tiroides por la hormona liberadora de tirotropina (TRH) ilustra como el

sistema funciona.



La hormona liberadora de tirotropina (TRH)

En 1969, después de diez afios de trabajo, dos laboratorios (encabezados por Schally y
Guillemin) lograron la purificacion y caracterizacion quimica del factor hipofisiotropico, la
hormona liberadora de tirotropina (TRH, pGlu-His-Pro-NH;) (Schally et al., 1969; Burgus et
al., 1970). Como lo indica su nombre, el TRH ha sido reconocido principalmente por su
capacidad de modular la sintesis y liberacion de la TSH; sin embargo, el TRH ha mostrado ser
igual de potente para inducir la sintesis y liberacion de la PRL. EI TRH tiene la propiedad de
estimular la liberacion de la GH, pero solo en condiciones de algin desordenen metabdlico,
endocrino 0 neurosiquiatrico, lo que puede ser debido a un cambio en el balance de otros
factores que regulan la liberacion de la hormona de crecimiento (O Leary y O"Connor, 1995).
Estudios en ratones con la delecion genética del gen del TRH han demostrado el papel
fundamental del TRH en la regulacion de la sintesis y liberacion de TSH (Yamada et al.,
1997) ya que los ratones son hipotiroideos. En estos ratones la regulacion de la sintesis y
liberacion de PRL solo se afecta de manera negativa durante la lactancia (Yamada et al.,
2006).

El TRH es sintetizado a partir de un precursor de 26 kDa (Lechan et al., 1986). Durante su
trayecto a través del sistema de endomembranas este precursor es secuencialmente hidrolizado
por las convertasas y una carboxipeptidasa para generar GIn-His-Pro-Gly; enseguida la
enzima glutaminil ciclasa convierte a la GIn en pGlu y finalmente por la accion de una
monooxigenasa a-amidante de la peptidilglicina (PAM) se forma el TRH, la molécula
biol6gicamente activa (revisado en Joseph-Bravo et al., 1998). La biosintesis del TRH es
regulada por la hormona tiroidea (T3), el producto final en el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides
(figura 2). Los niveles del proTRH asi como de su ARNm se modifican especificamente en las
neuronas parvocelulares del nacleo paraventricular del hipotdlamo (NPV), positivamente en
ratas hipotiroideas y negativamente en ratas hipertiroideas (Segerson et al., 1987). Este efecto
es directo ya que los implantes estereotaxicos de cristales de T3 en el NPV de ratas
hipotiroideas ocasionan un decremento del ARNm y del proTRH en las neuronas
parvocelulares pero no en otras regiones hipotalamicas (Dyess et al., 1988). La localizacién
por inmunohistoquimica de los subtipos funcionales de los receptores para las hormonas
tiroideas (TR) TRal y TRB2 en la mayoria de las neuronas parvocelulares TRHérgicas del
NPV (Lechan et al., 1994) y la presencia en la region 5° del gen del TRH de dos sitios
potenciales de union a los TR (Stevenin y Lee, 1995) demuestra la accion directa de las
hormonas tiroideas para regular de manera especifica la biosintesis del TRH en las neuronas
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que residen dentro del area tirotropica del hipotalamo. Ademas de regular la biosintesis del
pro-TRH en el nucleo paraventricular, las hormonas tiroideas también regulan el
procesamiento del precursor del TRH (Perello et al., 2006) y la liberacion del péptido (Bruhn
et al., 1991). El resultado final es que la cantidad de TRH liberada al sistema porta se
mantiene a niveles relativamente constantes por este circuito de retroalimentacion negativa
(figura 2).

Figura 2. Circuito de retroalimentacion negativa en el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides. El hipotalamo secreta a la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) que estimula la secrecion hipofisiaria de tirotropina (TSH), la cual estimula la secrecion de
tiroxina (T,) y triiodotironina (T3) en la glandula tiroides. La secrecion de TRH y TSH se regula principalmente por un sistema de
retroalimentacién negativo por Ts.

Receptores parael TRH

En la adenohipofisis de rata el ARNm del receptor para el TRH (TRHR1) se ha detectado en
el 62 % de los somatotropos y en el 30 % de los lactotropos (Konaka et al., 1997). En cultivos
primarios de la adenohipofisis de rata, por inmunocitoquimica y con un analogo fluorescente

del TRH [Rod(S-Me-His)TRH], el TRHR1 se detecta exclusivamente en los lactotropos y en
los tirotropos y no en los somatotropos, lo que sugiere que el ARNm del TRHR1, en los
somatotropos no produce una proteina activa, lo que concuerda con la falta de respuesta de
estas células al TRH en condiciones normales (Yu et al., 1998).

Dada la complejidad de la adenohipdfisis y a su heterogeneidad de grupos celulares, las lineas
celulares tumorales homogéneas, tales como las células TtT (provenientes de tumores
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tirotrépicos) y las células GHz (provenientes de tumores lactosomatotropicos), son de gran
importancia como modelos in vitro para estudiar los mecanismos moleculares de accion del
TRH; las células GH3 son un modelo de lactotropos utilizado en muchos de los estudios sobre
la biologia del TRHR1 (Gershengorn y Osman, 1996). EI TRH ejerce su efecto al unirse a su
receptor, un miembro de la familia de los receptores con siete dominios transmembranales que
se acopla a las proteinas Goq y Gall, proteinas que acoplan al receptor con la via de los
fosfoinositidos (Aragay et al., 1992) (figura 3). La activacién del TRHR1 estimula una
respuesta bifésica en la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca®*];); la respuesta se caracteriza
por un incremento transitorio de la [Ca?'];, seguida de un incremento menor pero sostenido
que depende del influjo de Ca®* extracelular via los canales dependientes de voltaje tipo L,
canales activados por la proteina cinasa C (PKC) (Gollasch et al., 1993 y Ashworth y Hinkle,
1996). El primer aumento en la [Ca®*]; se debe a la movilizacién del Ca** del reticulo
endoplasmico via la unién del segundo mensajero 1P a su receptor; este primer aumento en la
[Ca®*]i ocasiona una primera fase de liberacién de PRL mientras que el segundo incremento en
la [Ca®*]; provoca una segunda fase de liberacion de PRL. Los estudios llevados a cabo en las
células TtT y tirotropos han mostrado que el TRH también estimula la hidrélisis del
fosfatidilinositol (4-5) bisfosfato con el consecuente incremento en la [Ca*']; y la liberacién de
la TSH (Ashworth y Hinkle, 1996; Brenner-Gati y Gershengorn, 1986) (figura 3).

Uno de los mecanismos propuestos para disminuir la respuesta a un estimulo hormonal
constante es la desensibilizacién del receptor. Los mecanismos mas importantes de
desensibilizacion involucran efectos sobre el receptor mismo como la modificacion covalente
y la disminucién del namero de receptores en la membrana plasmatica. Estos dos tipos de
desensibilizacion se pueden diferenciar ya que la modificacion covalente ocurre rapidamente
(de segundos a minutos) mientras que la disminucién del nimero de receptores es lenta y
requiere de varias horas (Gersherngorn y Osman, 1996). Se ha mostrado que el TRHR1 es
desensibilizado en minutos por el TRH en células GHs, evento que involucra la fosforilacion
del receptor por la cinasa 2 de receptores acoplados a proteinas G (G protein-coupled receptor
Kinase 2; Jones et al., 2007). El TRH también desensibiliza al inducir una disminucion en el
numero de los TRHR1 en la membrana plasmatica; este fendmeno se explica de dos maneras:
i) por internalizacion del complejo ligando-receptor; en este sentido Ashworth et al., (1995)
mostraron que en las células GH3; el complejo TRH/TRHR1 se internaliza y recicla en

vesiculas cubiertas de clatrina y 20 minutos después de retirar el TRH del medio el TRHR1
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regresa a la superficie de las células; ii) por la modulacion de la tasa de sintesis del TRHR1;
en las células GHgs, via la activacion de la PKC, el TRH ocasiona una disminucion en los
niveles del ARNm del TRHR1 (Fujimoto et al., 1991). La expresion del TRHR1 se regula
también por una variedad de hormonas tales como las tiroideas y los estrégenos, en donde las
hormonas tiroideas disminuyen la densidad del TRHR1 in vivo y en células de la pituitaria en
cultivo como consecuencia de la caida en los niveles de su ARNm (Schomburg y Bauer,
1995). Los estrogenos regulan positivamente los niveles del TRHR1 al inducir un incremento
en los niveles del ARNm del TRHR1 in vitro e in vivo (Schomburg y Bauer, 1997). Asi, estas
hormonas no solo afectan la sintesis y secrecion de las hormonas de la pituitaria sino también
influencian la sensibilidad de las células de la adenohipdfisis al neuropéptido hipotalamico
TRH. En 1998 se identifico en la rata un segundo subtipo del receptor para el TRH Illamado
TRHR2 (Cao et al., 1998, Itadani et al., 1998), que después se identifico en el raton (Harder et
al., 2001a) y en el pez Catostomus commersoni (Harder et al., 2001b). EI TRHR2 no se
expresa en los humanos (Sun et al., 2003). El alineamiento a nivel de aminoacidos revela un
50% de identidad entre los dos subtipos de receptor. Experimentos de "Northern blot" e
hibridacion in situ han mostrado que el TRHR1 se expresa abundantemente en la pituitaria
anterior y en las regiones neuroendocrinas del cerebro, mientras que el TRHR2 no se expresa
en estas regiones lo que sugiere que en la comunicacion neuroendocrina el TRHR1 juega un
papel principal. Ambos receptores presentan igual afinidad por el TRH (13 nM para el TRHR1
y 9 nM para el TRHR2) o sus analogos y aunque ambos receptores son estimulados por el
TRH el TRHR2 tiene una mayor actividad basal de sefializacion y es internalizado més
rapidamente que el TRHR1 (O'Dowd et al., 2000). Estas diferencias en la sefializacién e
internalizacion son probablemente relevantes en los distintos sitios en donde los dos subtipos
del receptor llevan a cabo su funcion. Ademas de los mecanismos de desensibilizacion del
receptor para disminuir los estimulos hormonales se ha sugerido la existencia de un
mecanismo de inactivacion del TRH que funciona como un elemento que regula la actividad
de la hormona en su sitio blanco. La evidencia sugiere que la inactivacion del TRH es por
degradacion enzimatica. Este mecanismo aseguraria que los niveles extracelulares del TRH

disminuyan para que las células blanco puedan recibir un nuevo estimulo.
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Figura 3. Via de sefializacion activada por el TRH para regular la sintesis y secrecién de prolactina y TSH. En respuesta al TRH

su receptor se acopla a las proteinas G y activa la via de los fosfoinositidos. La activacion de la fosfolipasa C hidroliza al
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato para formar diacilglicerol (DAG) y D-mio-inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 se une a su receptor
en el reticulo endoplasmico en donde estimula la liberacién de Ca®". EI DAG se une y activa a la proteina cinasa C (PKC) que
desencadena una cascada de sefializacion que regula la expresion de los genes de la prolactina'y TSH. La PKC también activa
canales de calcio tipo L que permiten la entrada de Ca®" extracelular. El aumento en la concentracién del Ca®" intracelular
dispara la liberacion de las hormonas almacenadas en vesiculas.

Degradacion del TRH

Si bien el TRH es resistente a la accién de enzimas proteoliticas como la pepsina, la papaina o
la termolisina se ha mostrado que esta molécula es degradada in vitro, en fracciones solubles
de cerebro (Browne y O"Cuinn, 1983) y de adenohipofisis (Bauer y Kleinkauf, 1980) por dos
peptidasas clave, una piroglutamato peptidasa (PP) que libera el pGlu y una prolil
endopeptidasa (PEP) que deamida al TRH para generar TRH &cido.

Una enzima con actividad de piroglutamato peptidasa se purifico parcialmente a partir de la
fraccion soluble de distintos tejidos de mamifero, incluyendo el cerebro de bovino, el de rata,

el de ratén y el de cuyo, la adenohipdéfisis de bovino y de rata, el higado de rata, la corteza
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cerebral humana y el rifidn humano (Walter, 1976). Esta enzima, llamada PPI, es tipicamente
una enzima monomérica que exhibe su méaxima actividad y estabilidad en un ambiente
altamente reducido y es inhibida por reactivos bloqueadores del sulthidrilo (N-etilmaleimida,
p-cloromercuribenzoato, 2-iodoacetamida). La PPI hidroliza un amplio espectro de sustratos
con un residuo pGlu en el extremo amino terminal. Estos sustratos incluyen al TRH, al GnRH,
a la neurotensina, a la bombesina, al neuropéptido anorexigénico y a otros sustratos sintéticos
como el pGlu-7-amino-4metil-cumarina (pGlu-MCA), el pGlu-p-nitroanalido (pGlu-pNA), el
pGlu-Bnaftilamina (pGlu-BNA), el pGlu-Alay el pGlu-Val (Cumminsy O Connor, 1998).

La prolil endopeptidasa (PEP) es una enzima predominantemente citosolica que tiene una
masa molecular de aproximadamente 70 kDa. La PEP hidroliza a un amplio espectro de
sustratos por el carboxilo terminal de la prolina (a excepcion del enlace Pro-Pro). Sus sustratos
incluyen a muchos neuropéptidos importantes tales como: angiotensina | y Il, bradikinina,
sustancia P, neurotensina, vasopresina, oxitocina, GhnRH y TRH (Walter, 1976). En base a su
amplio espectro de sustrato y a su distribucion ubicua es probable que estas enzimas jueguen
un papel en el catabolismo intracelular de péptidos, por ejemplo, en la reincorporacion a las
rutas biosintéticas, mas que funcionar como elementos reguladores especificos de la actividad
del TRH.

Los estudios de degradacion del TRH permitieron detectar una actividad de piroglutamato
peptidasa en la fraccién de membranas, en diferentes tejidos de mamifero, que posteriormente

se clasificd como piroglutamil peptidasa Il o PPII.

La inactivacion del TRH por la piroglutamil peptidasa Il (PPI11)

Los estudios bioquimicos sobre la degradacion del TRH han sugerido que la enzima Ilamada
piroglutamil peptidasa Il (PPIl) es la responsable de su inactivacion extracelular. Las
evidencias son: 1) la actividad de la PPII esta enriquecida en el SNC donde su distribucién no
es homogénea (O Connor y O Cuinn 1985; Wilk y Wilk, 1989, Bauer, 1994, Kelly et al.,
2000); 2) tiene una especificidad restringida hacia el TRH (O"Connor y O"Cuinn 1985; Wilk y
Wilk, 1989 y Bauer, 1994, Kelly et al., 2000); 3) es una enzima de membrana con su sitio
activo orientado hacia el espacio extracelular (Charli et al., 1988; Bauer et al., 1990); 4) si se
inhibe su actividad, la cantidad de TRH recuperado en el medio extracelular de rebanadas de
tejido cerebral se incrementa (Charli et al., 1989).

La secuencia de la PPII de rata deducida a partir del ADNc predice una proteina de 1025

aminoéacidos (1024 en humano) con un peso molecular calculado de 117 302 Da. El andlisis de
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la secuencia proteica predice un dominio N-terminal intracelular con un sitio potencial de

fosforilacion por la PKC, un dominio transmembranal seguido de un gran dominio

extracelular (ectoenzima) con la secuencia consenso caracteristica de las zn"
metalopeptidasas. Los analisis de "Northern blot" muestran que la pituitaria y el cerebro de
rata contienen varios transcritos de la PPII que van de 6 a 9.5 kb (Schauder et al., 1994). Uno
de estos transcritos resulta de un splicing alternativo y codifica para una forma trunca de la
PPII (Chavez-Gutiérrez et al., 2005). Aunque esta forma corta carece de actividad enzimatica
su heterodimerizacion con la forma silvestre resulta en un efecto dominante negativo por lo
que se ha propuesto como un mecanismo para regular la actividad de la PPIl (Chavez-
Gutiérrez et al., 2005).

La actividad de la PPII se inhibe de manera competitiva por péptidos que contienen pGlu en
su amino terminal tales como el GnRH, la neurotensina, la luliberina, la eledoisina, el péptido
anorexogeénico; sin embargo, la hidrolisis es especifica para péptidos cuya estructura general
es pGlu-X-Y en donde X es un residuo no cargado y Y es Pro, Ala, Trp, Pro-Gly, Pro-NH,
(TRH), Pro-R-naftilalamina o Pro-7-amino-4-metil coumarina (O"Connor y O Cuinn 1985,
Wilk y Wilk, 1989, Bauer, 1994, Kelly et al., 2000). Esta especificidad de la PPII hacia el
TRH contrasta con otras ectopeptidasas que no tienen un sustrato especifico y que degradan
una amplia variedad de péptidos (ver abajo). Por ejemplo, la PPIlI presenta un 30% de
identidad con otras dos ectopeptidasas de la subfamilia M1 de las metalopeptidasas, las
aminopeptidasas A y N (Schauder et al., 1994). Las aminopeptidasas A (APA) y N (APN)
hidrolizan preferentemente los enlaces peptidicos N-terminales en péptidos cuyo aminoacido
N-terminal es acido 0 neutro respectivamente. A pesar de este porcentaje limitado de similitud
global, la similitud es mucho mayor en el dominio catalitico, por lo que la diferencia de
especificidad se debe a cambios puntuales en el sitio activo. Se han identificado tres residuos
(serina 269, glutamico 408 y lisina 463) en el sitio activo de la PPII que estan implicados en
su especificidad (Chavez-Gutiérrez et al., 2006) hacia el TRH. La mutacién en la serina 269
(S269E) es suficiente para transformar a la PPII en una aminopeptidasa (Chavez-Gutiérrez et
al., 2006).

Debido a que hasta la fecha no se cuenta con anticuerpos especificos anti-PPI1I dtiles en
inmunohistoquimica, la localizacion y distribucion de la enzima se ha realizado midiendo su
actividad enzimatica (Friedman y Wilk 1986, Vargas et al., 1987 y 1992), por técnicas de
hibridacién in situ (Heuer et al., 1998), de hibridacién tipo "Northern blot" (Schauder et al.,
1994) y de hibridacion con proteccion a ribonucleasas (Lin y Wilk 1996). La actividad de la
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PPII esta enriquecida en el sistema nervioso central donde su distribucion no es homogeénea.
Los sitios de mayor actividad son el bulbo olfatorio, el hipocampo, el nlcleo acumbens, la
corteza cerebral y el hipotalamo. Fuera del sistema nervioso central se detecta una baja
actividad en la adenohipdfisis y trazas de actividad se detectan en el pulmon, en el bazo, en el
corazén, en el musculo esquelético y en el rifion mientras que en el higado, el timo y el
pancreas no se detecta actividad (Friedman y Wilk 1986; Vargas et al., 1987 y 1992). En
general el ARNm de la PPII se distribuye en los sitios en donde se detecta la actividad
enzimatica (Schauder et al., 1994; Lin y Wilk 1996 y Heuer et al., 1998).

En comparacion a los niveles encontrados en varias regiones del cerebro, la PPIl en la
pituitaria anterior presenta bajos niveles de actividad asi como niveles bajos de su ARNm. Sin
embargo, varias evidencias sugieren que la PPII es un elemento de control que influencia la
extension y duracion de las actividades endocrinas del TRH en la pituitaria, para regular la
secrecion de hormonas. 1) En un gradiente de densidad, la actividad de la PPII correlaciona
con la presencia de las células lactotrépicas pero no con los otros grupos celulares, lo que
sugiere que la PPII se encuentra en uno de los blancos del TRH (Bauer et al., 1990). 2) La
actividad y el nivel del ARNm de la PPII en la adenohipofisis, pero no en el cerebro, son
controlados por hormonas tiroideas (Bauer, 1987; Ponce et al., 1988), y estrogenos (Bauer,
1988). 3) En cultivos primarios de células de la adenohipofisis y en células GH3 la actividad y
el nivel del ARNm de la PPII se regulan, a tiempos largos (horas), por el TRH y otros factores
que controlan la sintesis y liberacion de la PRL (Vargas et al., 1994 y 1998; Lin y Wilk,
1998). 4) ElI TRH, en combinacion con la deplecion de la dopamina, activa en poco tiempo (15
minutos) a la PPII lo que sugiere que la actividad de la enzima puede ser rapidamente ajustada
para eliminar el exceso de TRH (Bourdais et al., 1999).

A finales de la década de los 70°s se logro la purificacién (parcial), a partir del suero de
porcino y de rata, de una enzima que hidroliza el enlace pGlu-His del TRH. Esta enzima no se
inhibe por reactivos blogueadores del sulfhidrilo pero si por agentes gquelantes de metales.
Estudios llevados a cabo para determinar su especificidad mostraron que esta enzima es
altamente especifica hacia el TRH y péptidos semejantes al TRH (por eso fue llamada
tiroliberinasa) (Bauer y Nowak, 1979). La tiroliberinasa es una isoforma soluble de la PPII
que se origina en el higado (Schmitmeir et al., 2002). La alta especificidad de sustrato sugiere
que esta enzima regula los niveles del TRH durante su transporte por el sistema portal en
camino hacia la pituitaria para modular los niveles disponibles para las células blanco. La PPII

se expresa también en los tanicitos de la eminencia media, en donde se regula positivamente
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por hormonas tiroideas (Sanchez et al., 2008). Esta localizacién sugiere un punto adicional de
control para modular la cantidad de TRH liberado por las neuronas hipotalamicas (Sanchez et
al., 2008).

En conclusién, la regulacién hormonal especifica de la PPIl en la adenohipdfisis apoya la
hipétesis de que esta enzima funciona como un elemento importante de control. Ademas,
debido a que la regulacion del TRHR1 por las mismas hormonas es inversa, se sugiere que
ambos elementos cooperan para modular la sensibilidad de las células blanco del TRH a fin de
controlar la secrecion de las hormonas de la adenohipofisis. Los elementos que se han descrito

y que participan en la regulacion del eje hipotalamo-hipdéfisis se resumen en la figura 4.

Estimulo Dsiolégico

— Hipotalamo

Secrecion del TRH

PPII- PPII -
TRHRI1 + v TRHRI1 -

[ TsH- Adenohipéfisis TSH+

Liberacion de TSH Liberacion de PRL

l 1

Tiroides GLindula mamaria
| y otros

T3y T,
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Figura 4. El TRH y el eje hipotalamo-hipéfisis. El TRH es liberado de la eminencia media en respuesta a un estimulo fisioldgico.
La hormona es conducida via el sistema portahipofisiario a la adenohipéfisis en donde es reconocida por su receptor (TRHR1)
en los tirotrépos donde modula la sintesis y liberacién de TSH y en los lactotrépos donde induce la sintesis y secrecion de
prolactina. Los simbolos +/- indican si existe una influencia positiva o negativa del TRH y hormonas tiroideas sobre la sintesis
de TRH, PPIl, TRHR1y TSH.
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Otras ectopeptidasas involucradas en la regulacion de la comunicacion peptidérgica

Se han detectado una gran variedad de péptidos (neurotensina, sustancia P, bradikinina,
angiotensina, encefalinas, endorfinas, etc.) que desempefian una funcion relevante en la
fisiologia de los seres vivos. Como ya se describié para el TRH, su hidrélisis ocurre
principalmente por la accién de ectopeptidasas. Cabe destacar que la hidrolisis de los péptidos
activos permite terminar con la sefial peptidérgica o bien generar una actividad bioldgica
nueva. Las peptidasas mejor estudiadas son: la enzima convertidora de angiotensina (ACE), la
neprisilina (NEP) y la aminopeptidasa N (APN). En contraste con la PPII, estas ectopeptidasas
no tienen un sustrato bioldgico Unico y son capaces de hidrolizar varios péptidos enddgenos
(O"Cuinn et al., 1995). Sin embargo, su funcion in vivo esta determinada por varios factores,
entre los que destaca la localizacion celular de la enzima en la cercania de los receptores para
los péptidos involucrados en una respuesta bioldgica particular (Csuhai et al., 1995).
Identificar la funcion bioldgica de las ectopeptidasas en los diferentes tejidos ha sido posible
ya que se dispone de inhibidores especificos para cada una de ellas. La ACE se inhibe por el
captopril, el lisinopril y el enalaprilat; la NEP por el fosforamidon y el tiorfan y la APN por la
amastatina y la actinonina. El uso de estos inhibidores selectivos ha permitido monitorear los
niveles extracelulares de los péptidos y de esta manera obtener informacion sobre la existencia
y las caracteristicas de la ectopeptidasa involucrada en el metabolismo del péptido. El papel de
las ectopeptidasas también se asegura porque al inhibirse su actividad los efectos bioldgicos
del péptido se potencian (Csuhai et al., 1995).

La enzima convertidora de angiotensina (ACE; E.C. 3.4.15.1) es una dipeptidil
carboxipeptidasa con una funcion fundamental en el control del sistema renina-angiotensina:
genera al péptido vasoconstrictor angiotensina Il (ang Il) a partir de un precursor inactivo, la
angiotensina | (ang 1), e inactiva al péptido vasodilatador bradikinina (Wolf, 2008). La ang Il
induce vasoconstriccion, liberacion de aldosterona y otras acciones fisiologicas que en
conjunto incrementan la presion sanguinea (Wolf, 2008). La ACE puede hidrolizar también, a
la neurotensina, a la sustancia P y a las encefalinas (Csuhai et al., 1995). La secuencia
deducida a partir del ADNc de la ACE muestra que esta molécula es un polipéptido con dos
dominios homologos extracelulares, cada uno con un sitio catalitico independiente (Wei et al.,
1991). La ACE se ancla a la membrana celular por una secuencia hidrofébica localizada hacia
el carboxilo terminal. Los dos sitios cataliticos hidrolizan con igual eficiencia a la ang | pero
varian en un algunos parametros bioguimicos tales como su capacidad para hidrolizar péptidos

diferentes a la ang | (Jaspard et al., 1993); por ejemplo, el sitio catalitico carboxilo terminal
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requiere una mayor concentracion de iones cloro para hidrolizar eficientemente a sustratos
como el hipuril-histidil-leucina (HHL) e hipuril-glicil-glicina (HGG). Ademas, los péptidos
GnRH y el péptido inhibidor de las células madre hematopoyéticas (hematopoetic stem cell
inhibiting peptide, N-acetil-seril-aspartil-lisil-prolina, AcSDKP) se hidrolizan mas
eficientemente por el sitio activo amino terminal que por el sitio catalitico carboxilo terminal
(Rieger et al., 1993). El significado fisiologico de la presencia de dos sitios cataliticos en la
ACE no se conoce hasta ahora.

La mayor parte de la actividad enzimatica del ACE se asocia a los tejidos como el endotelio
vascular y el epitelio tubular proximal del rifidn, el intestino, las neuronas y la adenohipdfisis.
La ACE también se detecta en una forma soluble en el plasma que resulta de la hidroélisis
enzimatica de la forma asociada a la célula (Beldent et al., 1993). El testiculo expresa una
isoforma de la ACE que contiene Unicamente el dominio catalitico carboxilo terminal.
Estudios llevados a cabo en ratones con la delecion génica del gen de la ACE (ACE.1) han
mostrado que la enzima juega un papel importante en el control de la presion sanguinea y en la
capacidad para concentrar la orina eficientemente; ademas, es importante en la fertilidad
(Esther et al., 1996). Se ha creado una cepa de ratén (ACE.2) que no expresa la ACE del
testiculo y solo expresa la ACE somaética en su forma soluble, ya que la enzima expresada
carece del sitio de anclaje a la membrana. Aunque la enzima soluble genera ang Il los
animales presentan un fenotipo similar a los ratones ACE.1; es decir, tienen baja presion
sanguinea, presentan un adelgazamiento en los vasos del rifién, son incapaces de concentrar
orina y los machos tienen fertilidad reducida. Estos resultados sugieren que los ratones ACE.2
no generan suficiente ang Il en sus sitios de accion, no obstante que en el suero de estos
animales se detecta la actividad de la ACE y demuestran que la ACE somatica asociada a las
células y no la forma soluble es la mas importante en el control de la presion sanguinea y la
capacidad para concentrar la orina eficientemente (Esther et al., 1997). Sin embargo, los
estudios con estos ratones hacen dificil determinar si los cambios locales debidos a la ausencia
de la enzima no son una consecuencia de los cambios generales ocasionados por la ausencia
de la misma; por ejemplo, no se puede descartar que la baja fertilidad sea una consecuencia de
los cambios en la presion sanguinea en vez de una funcidn particular de la ACE en el testiculo.
Ademas, al suprimir por completo la expresion de la ACE no se puede obtener informacion
sobre el papel de la enzima en el cerebro, la pituitaria etc. ni tampoco su participacion en la
regulacion de la accion de otros péptidos, como la neurotensina, la sustancia P y a las

encefalinas, que también son sus sustratos naturales. Por lo tanto, la modificacion tejido
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especifica de una enzima es fundamental para conocer su papel en un tejido u 6rgano en
particular. La Ang Il es un potente hipertensivo por lo que los inhibidores de la ACE son
utilizados como agentes antihipertensivos y como drogas terapéuticos en problemas cardiacos.
La inhibicion de ACE potencia el efecto relajante de la bradikinina en arterias coronarias
previamente contraidas (Tom et al.,, 2002; Dendofer et al., 2001.) y permite la
resensibilizacion de los receptores a bradikinina en células endoteliales (Marcic et al., 2000;
Benzing et al., 1999).

La NEP (E.C. 3.4.24.11, neprisilina, encefalinasa, endopeptidasa neutra, endopeptidasa 24,11)
es una metalopeptidasa muy abundante en el rifion (4 % de la proteina total de las
microvellosidades del rifién) con una especificidad semejante a la termolisina. La purificacion
y subsecuente clonacion del ADNc de la NEP reveld que es una proteina integral de
membrana de tipo Il con aproximadamente 700 aminoacidos estructurados en un pequefio
dominio citoplasmatico, una region transmembranal hidrofobica y un dominio extracelular que
contiene el sitio activo (Devault et al., 1987). EI dominio extracelular presenta el motivo His-
Glu-Xaa-Xaa-His de unién al zinc (metalopeptidasa de Zn?*) y ademas contiene 10 residuos
de cisteina, 4 de las cuales se localizan cerca de la regién transmembranal y estan
involucrados en la formacién de los puentes disulfuro intracadena que son importantes para
mantener la estructura y actividad de la enzima (Tam et al., 1985).

La NEP hidroliza una amplia variedad de oligopéptidos por su sitio amino terminal en
aminoéacidos hidrofobicos. Aungue en los mamiferos la cantidad de NEP es muy alta en el
rifion (4% de la proteina total) fueron los estudios del metabolismo de las encefalinas los que
permitieron identificar el primer papel fisioldgico para la NEP (Malfroy et al., 1978). Estos
estudios permitieron enfocarse en el papel de las ectopeptidasas para apagar las sefiales de los
neuropéptidos en el cerebro (Malfroy et al., 1978). Para profundizar en el estudio de la NEP se
han desarrollado una gran variedad de inhibidores especificos entre los cuales los mejor
estudiados son el tiorfan y el fosforamidon (Roques et al., 1980, Roques y Beaumont, 1993).
La NEP, en el cerebro, se localiza en las neuronas como una ectoenzima sinaptica que inactiva
a las encefalinas liberadas (por lo que se le ha llamado encefalinasa). Asi, la inhibicién de la
NEP, en el cerebro de rata y raton, disminuye la nocicepcién debido a que se mantienen altos
los niveles de las encefalinas (Roques et al., 1980; De la Baume et al., 1983). Sin embargo,
también se ha mostrado que la NEP del cerebro puede degradar al péptido neurotéxico -
amiloide, por lo que su inhibicion ocasiona una mayor acumulacién del péptido y puede ser un

factor de riesgo para la enfermedad de Alzheimer (Iwata et al., 2000). En la pituitaria la NEP
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se localiza solo en los gonadotropos (Barnes y Kenny 1988) y su inhibicion, en cultivos
primarios, potencia la liberacién de ACTH estimulada por CRH (Ritchie et al., 2003). La NEP
es tambien importante fuera del sistema nervioso central; por ejemplo, para terminar la accion
de los péptidos natriuréticos y vasodilatadores como el péptido natriurético atrial (PNA). La
NEP se localiza también en la superficie de los neutréfilos y en las células del pulmén, en
donde limita la inflamacidn neurogénica iniciada por una variedad de estimulos que incluyen a
las tachikininas liberadas por las terminales nerviosas periféricas en las vias aéreas superiores
(Shipp et al., 1991). Estudios llevados a cabo en diferentes tipos de cancer (pulmon, prostata)
han mostrado una baja expresion de la NEP lo que ha sugerido que la enzima juega un papel
importante en apagar sefiales mitogénicas activadas por péptidos semejantes a la bombesina o
endotelinas (Shipp et al., 1991; Papandreou et al., 1991). Asi, parece que un desbalance en la
expresion de la NEP y por lo tanto en los niveles de los sustratos peptidicos, desencadena
estados patoldgicos. Estudios realizados en ratones con la delecion genética del gen de la
NEP han mostrado un incremento en la letalidad por choque séptico inducido por endotoxinas
(Lu et al., 1995) y una inflamacién no controlada del colon (Sturiale et al., 1999).

La APN/CD13 (E.C. 3.4.11.2; alanina aminopeptidasa, aminopeptidasa microsomal,
aminopeptidasa M, amino oligopeptidasa, GP 150), originalmente identificada como un
marcador de células mieloides (Look et al., 1989), es una metalopeptidasa de tipo Il con un
dominio amino terminal intracelular, un dominio transmembranal Gnico y un dominio
extracelular que contiene el sitio activo (Hooper, 1994). Esta enzima se localiza en la
membrana plasmatica como un homodimero de 160 kDa unido de manera no covalente. La
secuencia del ADNCc revela la presencia de la secuencia de aminoacidos His-Glu-Xaa-Xaa-His
caracterfstica de las metalopeptidasas de Zn?* (Hooper, 1994). Estudios de mutagénesis
dirigida han mostrado que las cisteinas extracelulares de la molécula permiten una correcta
conformacién de su estructura y por lo tanto son necesarias para su actividad enzimatica y
correcta localizacion en la superficie extracelular (Firla et al., 2002).

La APN/CD13 cataliza preferencialmente la liberacion de aminoécidos neutros (con
excepcion de la prolina) de los oligopéptidos no substituidos en su amino terminal. Dentro de
los sustratos bioldgicamente activos de la APN/CD13 se encuentran los neuropéptidos (met y
leu encefalinas, neurokinina A, met-lys-bradikinina y endorfinas como la esfinorfina),
péptidos vasoactivos (kalidina, somatostatina y angiotensinas) y péptidos quimioatrayentes
(proteina quimioatrayente de monocitos/MCP-1 y la N-formil metionina leucina

fenilalanina/fMLP) (Bauvois y Dauzonne 2006). Ademds de su actividad catalitica la
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APN/CD13 funciona como un receptor para los coronavirus (Delmas et al., 1992). En los
humanos el coronavirus 229E utiliza a la APN/CD13 para entrar a las células alveolares y
establecer una infeccion en el tracto respiratorio superior (Yeager et al., 1992). La APN/CD13
es una enzima ubicua y su actividad se detecta en 6rganos como el rifién, el cerebro, la
adenohipofisis, el higado, los vasos sanguineos, y los nddulos linfaticos. A nivel celular se
detecta en la membrana plasmatica de endotelios, epitelios, fibroblastos y leucocitos. Esta
enzima es multifuncional y se ha relacionado con la regulacién de diferentes procesos
fisiolégicos tales como: la angiogenesis del endotelio vascular, la regulacion de la presion
sanguinea, el ajuste (“trimming”) de los antigenos y el procesamiento para la presentacion de
antigenos. Identificar la funcidn bioldgica de la APN/CD13 ha sido posible gracias a que se
cuenta con diferentes estrategias experimentales que incluyen el uso de inhibidores especificos
(amastatina y la actinonina), los ARN de interferencia y ratones con la delecion del gen de la
enzima. Asi, cuando la expresion de la enzima se bloquea in vitro con un ARNi se inhibe la
formacion del tubo capilar de células endoteliales umbilicales (Fukasawa et al., 2006). La
enzima también esta involucrada en regulacién de la presién sanguinea en el sistema renina
angiotensina en el cerebro causando hipertension al metabolizar la angiotensina Il a
angiotensina Ill. Al igual que la NEP, su inhibicion ocasiona en ratas una mayor latencia en
pruebas de dolor (De la Baume, et al., 1983). En la adenohipdfisis su inhibicidn con bestatina
potencia la liberacion de ACTH en respuesta al CRH. Estudios con una linea de raton
deficiente del gen de la APN/CD13 han mostrado, en un modelo de neovascularizacion de la
retina, que el raton deficiente tiene una disminucion en el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos (Rangel et al., 2007). Asi aunque la APN no es esencial para el desarrollo
embrionario y fetal incluyendo la formacién de vasos sanguineos (vasculogenesis), esta
enzima es critica para el desarrollo de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) en procesos
patoldgicos.

Estos ejemplos muestran que la mayoria de las ectopeptidasas no tienen un sustrato biologico
Unico y son capaces de hidrolizar varios péptidos endogenos. Por lo tanto, su funcién in vivo
estd determinada por factores tales como: su localizacion celular y tisular, su cercania con el
receptor especifico para un péptido determinado, si su expresion es constitutiva o susceptible a
regulacion etc., por lo que identificar la funcion bioldgica en los tejidos en donde se expresan
no es tarea facil. Ademas, es claro que el eliminar por completo a la enzima hace dificil
determinar si el fenotipo observado para una respuesta fisiologica en particular se debe a los

cambios locales en el metabolismo del péptido involucrado o a una consecuencia de la
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eliminacion de la enzima en todo el organismo. Por lo tanto, para determinar el papel de una
ectoenzima en un tejido es necesario aplicar estrategias para suprimir a la enzima de manera

tejido especifico y asi observar el fenotipo asociado.

JUSTIFICACION

Los péptidos regulan muchos procesos importantes en la fisiologia de los seres vivos. La
actividad de los mensajeros péptidicos se regula a nivel de su biosintesis, su liberacion y por
su inactivacion enzimatica. En el eje hipotalamo-adenohipofisis se ha caracterizado en detalle
la accion de péptidos que se liberan en la eminencia media por neuronas hipotaldmicas (TRH,
GnRH, ACTH, somatostatina, etc.) y que alcanzan a la adenohipdfisis a traves del sistema
portal. En esta glandula los efectos de los péptidos hipotalamicos se han estudiado a detalle a
nivel de: sus receptores especificos, las vias de sefializacion involucradas, los eventos de
regulacion de la accidn de los péptidos a nivel de receptor (desensibilizacion, internalizacion)
y las respuestas celulares (sintesis y liberacion de hormonas). Sin embargo, la participacion de
las ectopeptidasas para modular la accién de los péptidos ha sido mas dificil de estudiar ya que
la inactivacion puede ocurrir en varios compartimientos: en el espacio extracelular entre las
terminales nerviosas y los vasos portales, dentro de los vasos portales y en la adenohip6fisis.
Para determinar si uno u otro de los compartimientos tiene un mayor impacto en el control de
la accidn de los péptidos es necesario el empleo de estrategias que supriman de manera tejido-
especifica a la peptidasa de estudio. Para el caso de la PPII, la informacion generada hasta el
momento sugiere que la PPII actda como un elemento para controlar los niveles extracelulares
del TRH y modular la secrecion de hormonas en la pituitaria anterior. Sin embargo, el impacto
de la PPII para regular la respuesta fisiolégica del TRH sobre la adenohipofisis no se ha
estudiado a detalle ya que: a) se carece de informacion precisa sobre su localizacién a nivel
celular, un problema complejo en la glandula debido a su citoarquitectura en el que las células
no se distribuyen uniformemente y presentan asociaciones especificas entre los distintos tipos
celulares; y b) por la ausencia de estrategias para inhibir su expresion de manera eficiente y
especifica. Actualmente se han sintetizado algunos inhibidores de la PPII (Kelly et al., 2000,
2005) o han sido purificados de invertebrados marinos (Pascual et al., 2004); estos inhibidores
se estan evaluando in vivo e in vitro. Sin embargo, al inicio de este proyecto el unico inhibidor

disponible para la PPII no podia ser usado en un modelo fisioldgico in vivo ya que su Ki para
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la PPIl es de 8 uM (Charli et al., 1989). Como alternativa utilizamos oligonucleotidos
antisentido, una estrategia confiable para la supresion especifica de genes. Esta estrategia tiene
la ventaja de ser facilmente optimizada para su uso in vitro. Para entender el papel especifico
de la PPII en la pituitaria anterior desarrollamos un estudio in vitro ya que por el momento no
podemos manipular especificamente la enzima en la glandula sin afectar la PPIl en la
eminencia media o la tiroliberinasa presente en los vasos sanguineos del sistema

portalhipofisiario in vivo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de la piroglutamil peptidasa Il en los efectos del tripéptido TRH en la

adenohipofisis de la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer la localizacion celular del ARNm de la PPII en las células de la adenohipofisis
en cultivo

e Disefiar oligonucle6tidos antisentido (ASO) especificos para suprimir la expresion de la
PPII

e Optimizar una estrategia para inhibir de manera eficiente y especifica la expresion de la
PPII.

e Determinar las consecuencias de modificar los niveles de la PPII en la adenohipdfisis in

vitro sobre las respuestas celulares al TRH.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

a) Expresion del ARNm de la PPII en las células de la adenohipdfisis. Ya que hasta la
fecha no se cuenta con anticuerpos especificos anti-PPIl para realizar estudios de
inmunocitoquimica (ICQ), se localizé su ARNm por hibridacion in situ (HIS). La localizacion

del ARNm de la PPII se establecié en cultivos primarios de células de la adenohipdfisis,
24



porque: i) en experimentos preliminares no se logré detectar el ARNm de la enzima en cortes
histoldgicos de la adenohipofisis; ii) El fenotipo de las células de la adenohipofisis de adulto
se mantienen en cultivos primarios y iii) se facilita la deteccion de las células que expresan

niveles bajos de un ARNm.

b) Porcentaje de lactotropos, somatotropos y tirotropos en las células de la
adenohipofisis. Con experimentos de ICQ para detectar la expresion de PRL, GH y la
subunidad B de la TSH se establecio el porcentaje de los lactotropos, somatotropos y

tirotropos respectivamente en las células de la adenohipdfisis en cultivo.

c) Porcentaje de lactotropos somatotropos y tirotropos que expresan el ARNm de la
PPII. EIl porcentaje de lactotropos que expresan el ARNm de la PPII se determind por dos
estrategias: i) con experimentos de HIS radioactiva combinada con ICQ para PRL; 6 ii) con
experimentos de HIS fluorescente combinada con ICQ para PRL. El porcentaje de los
tirotropos que expresan el ARNm de la PPII se definid con experimentos de HIS combinada
con ICQ para la subunidad  de la TSH. El porcentaje de los somatotropos que expresan el

ARNmM de la PPII se determind con experimentos de HIS combinada con 1CQ para GH.

d) Disefio de los oligonucledtidos (ODN) antisentido. Se disefiaron en base a un modelo
tedrico que predice sitios potencialmente accesibles en la estructura secundaria del ARNm de
la PPII. Se utilizaron ODN con una modificacion fosforotiato ya que son estables en el medio
intra e extracelular y su carga neta negativa permite la degradacion del ARN blanco por la
ARNasa H. Se disefiaron 8 ODN dirigidos contra distintas regiones a lo largo del ARNm de la
PPIl y como controles negativos se utilizaron 3 ODN revueltos (scrambled) que no hibridan

con el ARNm de la PPII. Todos los ODN se obtuvieron por sintesis quimica.

e) Supresion de la expresion de la PPII. Para optimizar la supresion del ARNm de la PPII
en cultivos de adenohip6fisis se procedid a encontrar el medio de transfeccion adecuado para
los ODN. Se evaluo a la Cellfectina, el transfectam, el fugene6 y a la polietilemina. Para
realizar el monitoreo de la transfeccion se emple6 un ODN marcado con fluoresceina. Una vez
seleccionado el transfectante se procedio evaluar a los 8 ODN disefiados para suprimir la
expresion de la PPII. Los cambios en los niveles del ARNm se evaluaron por RT-PCR

semicuantitativa y Northern blot. Los cambios a nivel de proteina se evaluaron con un ensayo
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enzimatico para determinar la actividad de la PPII. La especificidad de los ODNs se determino

al evaluar los cambios en los niveles del ARNm de las aminopeptidasas Ay N.

f) Papel de la PPII en la comunicacion mediada por el TRH en la adenohipdfisis. Una
vez seleccionado el ODN mas efectivo para suprimir la expresion de la PPII se procedid a
evaluar el efecto del TRH en células a las que se les suprimio la expresion de la PPII. La
valoracion se realizd analizando las funciones bien conocidas de las células responsivas al
TRH: la sintesis y liberacion de PRL y TSH. Los niveles del ARNm de la PPII, PRL, TSH,
TRHR-1 APA, APN, PRL y TSH se midieron por RT-PCR, los niveles de la PRL y TSH se

determinaron por radioinmunoensayo.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon ratas hembras Wistar de 80 a 100 dias de edad mantenidas en condiciones
controladas de luz (luz de 7 a 19 horas) y alimentadas ad libitum. Los animales se sacrificaron
por decapitacion, las glandulas pituitarias utilizadas para HIS se extrajeron y congelaron
inmediatamente en hielo seco y se almacenaron a -70 °C hasta que se realizaron los cortes de
12 um en un criostato. Las adenohipdfisis utilizadas para realizar los cultivos primarios se

extrajeron y procesaron inmediatamente (ver abajo).

Tratamiento del material y del agua

Todo el material de vidrio que se emple6 para la técnica de HIS e ICQ se horned a 180°C
durante 12 horas. El resto del material que se requirié para estas técnicas se autoclaved a 120
libras de presién durante 30 minutos.

Toda el agua utilizada en los cultivos celulares y el las técnicas de HIS e ICQ fue grado miliQ-
UF (Millipore, con una resistividad de 18 mohm) y se colectd directamente en frascos

horneados y posteriormente se autoclave6 a 120 libras de presion durante 30 minutos.

Cultivos celulares
Las células de la adenohipofisis se cultivaron de acuerdo al método descrito por Vargas et al.,

(1994). De manera breve, se extrajeron 15 glandulas pituitarias, a las que se les separ6 la
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neurohipdfisis, y se colocaron en DMEM (Invitrogen corporation) que contenia 0.3 % de
albumina de suero bovino (DMEM-BSA). Las adenohipofisis se cortaron en fragmentos, se
lavaron en DMEM-BSA e incubaron durante 18 minutos a 37 °C en 3 ml de DMEM-BSA que
contenia 5 mg/ml de tripsina (Sigma-Aldrich). Enseguida se agregaron 4.5 ml de DMEM-BSA
que contenia 12 ug de DNAsa (Sigma-Aldrich) y se incubaron por 2 minutos a 37 °C. Una vez
que el tejido sedimento el sobrenadante se descart6 y las adenohipdéfisis se incubaron por 5
minutos a 37 °C en 2 ml de DMEM-BSA que contenia 1.5 mg de inhibidor de tripsina (Sigma-

Aldrich). Después el tejido se incubd por 8 minutos a 37 °C en medio libre de calcio y
magnesio DMEM con EDTA 2 mM vy luego durante 15 minutos con DMEM con EDTA 1
mM. Luego de estos tratamientos las células de la adenohipdfisis se dispersaron
mecéanicamente en DMEM, suplementado con glucosa, glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50
pug/mL de estreptomicina, fungizona y 10% de suero fetal bovino (DMEM-S). Para los
estudios de HIS e ICQ, se sembraron 5 x 10° células viables en pozos de cultivo de 21 x 20
milimetros (Nalge Nunc, Lab-Tek) tratados con poli-L-lisina; para los estudios con los ODN,
sembramos 1.1 x 10° células viables en los pozos de cultivo de 16 milimetros de diametro
(Corning). Para los estudios de HIS e ICQ, el DMEM-S se suplementd con hormona tiroidea
T310® M y el medio se cambi6 cada 48 horas; las células se analizaron a las 120 horas. Para
los estudios con los ODN, el DMEM-S se suplemento con 10® a 10° M de T3 al utilizar 4
protocolos de régimen de tratamiento con la hormona. Estos protocolos se evaluaron para
encontrar la condicion Optima de supresion de la expresion de la PPIl (los detalles se
describen en el articulo 1). El protocolo Ilamado D se empled en los experimentos para
conocer el papel de la PPII en la comunicacion mediada por el TRH (ver abajo).

Las células de glioma de rata C6 se mantuvieron en DMEM suplementado con 19 mM de
glucosa, 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina, fungizona y 10 % de SFB. 24
horas antes de transfectar los ODN, se sembraron 10° células en los pozos de cultivo de 16
mm con 1 mL DMEM-S suplementado con T5 10° M. Antes de que terminara el tiempo de 24
horas con Tj las células se transfectaron con los ODN (ver abajo). Los cultivos se mantuvieron

a 37 °C en una atmosfera saturada de agua con 95 % de O, y el 5 % de CO..

Inmunocitoquimica para la PRL, TSHy GH
Las células de la adenohipéfisis (1.2 x 10° células/cm?®) cultivadas sobre placas de cultivo de
21 x 20 mm (Lab-Tek, Nalge Nunc) se fijaron durante 10 minutos a temperatura ambiente en

paraformaldehido al 4 % en PBS, pH 7.2. Después de dos lavados con PBS las células se
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permeabilizaron durante 3 minutos con una solucion de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) al 0.3
% en PBS, pH 7.2. Para evitar el pegado inespecifico del anticuerpo las células se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente en la solucion de bloqueo (Roche) al 1 %, Triton X-100
al 0.01 % en PBS. Las células se incubaron por 12 horas a 4 °C con el anticuerpo de conejo
anti-rPRL (NIDDK-AFP425 10 91), 1/6000 en solucion de bloqueo o con el anticuerpo de
conejo anti-rBTSH (NIDDK-AFP-1274789) 1/1000 en solucion de bloqueo o con el
anticuerpo de cuyo anti-rGH diluido 1:1000 (los anticuerpos fueron proporcionados por A. F.
Parlow y el Programa Nacional de Hormonas de la Pituitaria, NIDDK, de los E.U.A)).
Después de 3 lavados con PBS las células se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
con el anticuerpo biotinilado de cabra anti-lgG de conejo (Vector laboratories), 1/200 en
solucién de blogueo o con el anticuerpo biotinilado de cabra anti-1gG de cuyo (1/1000 Vector
Laboratories). Las celulas se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron 60 minutos a
temperatura ambiente con el complejo ABC (avidin biotin complex-ABC elite kit, Vector
Laboratories). Después de 3 lavados con PBS la sefial se revel6 con una mezcla de
3,3 tetracloruro de diaminobenzidina al 0.05 % y H,O, al 0.003 % en PBS. Las células se
lavaron en PBS, se deshidrataron en una serie ascendente de etanol, se contratifiieron con
Nissl (NaOH al 0.036 M, acido acético al 0.2 M y thionin al 0.25 %), y se montaron. Las
células procesadas para HIS radiactiva o fluorescente no se contratifiieron ni montaron y
después de revelar a la peroxidasa las células se deshidrataron para iniciar con la HIS como se
describe més adelante. Como control negativo se omitié la incubacion con el anticuerpo
primario.

Las células positivas se contaron bajo el microscopio (axioscope Zeiss) a una amplificacion de
100X.

Marcado de la sonda de ARNc para la hibridacion in situ

La sondas de ARNc de la PPII se obtuvieron por transcripcion in vitro a partir del plasmido
pSPT19-PPII que tiene clonado entre los promotores T7 y SP6 un fragmento de ADN de 644
pares de bases que incluye los nucleétidos 129 al 773 del ADNc de la PPII. Para obtener el
ARNCc antisentido de la PPII, el plasmido se lineariz6 con la enzima de restriccion EcoRl
(Roche), lo que permitio transcribir con la T7 ARN polimerasa; para obtener el ARNc sentido
el plasmado se lineariz6 con la enzima de restriccion Hindlll para transcribir con la SP6 ARN

polimerasa.
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La reaccion de transcripcién in vitro para generar las sondas de ARNCc sentido y antisentido
marcadas con el nucledtido o-UTP **S (actividad especifica 1250 Ci/mmol, DuPont) se llevé a
cabo de la siguiente manera: en un tubo de microcentrifuga libre de ARNasa se colocaron 125
uCi del nucledtido radiactivo, 1 ul del amortiguador para transcripcion in vitro (Roche), 1.5 pl
de una mezcla de los nucle6tidos ATP, CTP, GTP (final 1.5 mM cada uno), 1 ug del plasmido
linearizado y desnaturalizado por 5 minutos a 65 °C, la cantidad de UTP frio para completar
120 pmoles de UTP final, 1 ul de DTT 100 mM disuelto en agua, 0.5 ul de inhibidor de
ARNsa (40 U/ul, Roche) y agua para completar a 10 pl. Después de afadir 1 ul de la ARN
polimerasa (T7 o SP6) la mezcla se incubd durante 1 hora a 37 °C, afiadiendo al final
nuevamente 1 ul de la ARN polimerasa e incubando otra hora a 37 °C. El plasmido
linearizado se degradd con la adicion de 1 ul de ADNsa (10 U/ul, Roche) por 45 minutos a 37
°C. La reaccion se detuvo al agregar 36.5 ul de una mezcla de acetato de sodio 0.6 M, EDTA
10 mMy SDS al 0.1 %. Se tomd 1 pl de la mezcla de reaccion para determinar la eficiencia de
incorporacion. Las enzimas utilizadas en la reaccion se eliminaron por extraccion con
fenol:cloroformo (en relacion 1:1, 2 veces) y luego con cloroformo:alcohol isoamilico (en
relacion 24:1, 1 vez) centrifugando a 7000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. La
fraccion acuosa se precipitdé con acetato de sodio 0.3 M, pH 4 y tres volimenes de etanol
absoluto por 1 hora a =70 °C. La mezcla se centrifugd a 16000 rpm durante 30 minutos a 4 °C;
el sobrenadante se descarto y el precipitado se resuspendié en 25 ul de agua. El tamafio y la
integridad de las sondas se determino al realizar una electroforesis por 40 minutos a 350 volts
en un gel de poliacrilamida al 8 % que contenia 8 M de urea en una solucién amortiguadora de
TBE (Tris 4.5 M, &cido bérico 0.44 M, EDTA 0.8 M, pH 8). Al final de la electroforesis, los
geles con los transcritos radiactivos se expusieron por 12 horas a una pelicula autoradiografica
(T Mat G/RA, Kodak). Las peliculas autoradiagraficas se revelaron con un revelador GBX
(Kodak), se enjuagaron en agua por un minuto y se fijaron en fijador GBX (Kodak) por 5
minutos; finalmente las peliculas se enjuagaron con agua y se secaron a temperatura ambiente.
La actividad especifica de la sonda se determind a partir de las cpm totales emitidas por la
solucidn final de los ARNCc divididas entre los pug totales de ARN sintetizados. La cantidad de
ARNCc sintetizado se calcul6 al asumir que 1 pg de ARN corresponde a 757.5 pmol de
nucledtidos. La actividad especifica de las sondas de [*°S]-ARNc fue de aproximadamente 1.5
x 10° cpm/pg.
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La reaccion para generar las sondas de ARNCc sentido y antisentido marcadas con el nucledtido
o-UTP-digoxigenina se llevo a cabo basicamente como la de las sondas radiactivas con
algunas modificaciones. En un tubo se coloc6 1 ug del plasmido linearizado y desnaturalizado
por 5 minutos a 65 °C, 2 ul del amortiguador de trascripcion (Roche), 3 ul de una mezcla con
los nucleodtidos ATP, CTP, GTP (final 1.5 mM cada uno), 2 ul de a-UTP-digoxigenina 10
mM (final 1 mM), 4 ul de UTP frio 1 mM (final de 0.2 mM), 1 ul de DTT 100 mM disuelto
en agua, 0.5 ul de inhibidor de RNAsa (40 U/ul, Roche) y agua para completar a 20 pl.
Después de afiadir 1.5 ul de la ARN polimerasa (T7 o SP6) la reaccion se incub0 1 hora a 37
°C, afiadiendo al final 1 ul de la enzima e incubando otra hora a 37 °C. El plasmido
linearizado se degradd con la adicion de 1 ul de ADNsa (10 U/ul, Roche), 45 minutos a 37 °C.
La reaccién se par6 al agregar 76.5 ul de una mezcla de acetato de sodio 0.3 M pH 4y 15.4
mM de DTT. Los transcritos se precipitaron al agregar tres volimenes de etanol absoluto e
incubar durante 1 hora a —70 °C. La mezcla se centrifug6 a 16000 rpm durante 30 minutos a 4
°C; el sobrenadante se descartd y el precipitado se disolvié en 50 ul de agua. El tamafio y la

integridad de la sonda se determinaron al realizar una electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 6 % en una solucion amortiguadora de TBE. Los transcritos se
electrotransfirieron 45 minutos a 45 mMA a una membrana de nylon Nitran®
(Schleicher&Schuell) activada con metanol por un minuto. La membrana se bloqueo en una
solucion de blogueo (Roche) al 5 % en PBS. Los ARNs se detectaron al incubar las
membranas con un anticuerpo antidigoxigenina acoplado a la fosfatasa alcalina (Roche). La
sefial para la enzima se reveld con los reactivos NBT (1 mg/ml, Roche) y X-fosfato (0.5
mg/ml, Roche) en amortiguador de Tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M, MgCl, 0.05 M, pH 9.6,

durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Fijacion de las células y de los tejidos e hibridacion in situ con ARNc

Los cortes histoldgicos de pituitaria de rata y las células de la adenohipoéfisis en cultivo se
fijaron a temperatura ambiente durante 15 minutos en paraformaldehido al 4 % en PBS. Para
eliminar el fijador, los tejidos y células se lavaron dos veces durante 10 minutos en PBS, se
acetilaron por 10 minutos en una solucién de SSC 4X (una solucién 1X de SSC es: NaCl 0.3
M y 30 mM de citrato de sodio dihidratado, pH 7) con anhidrido acético al 0.25 % y
trietanolamina 0.1 M, pH 8, lavados 1 vez por dos minutos con SSC 2X, deshidratados dos
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minutos con etanol al 75 %, al 80 %, al 95 % y al 100 %, deslipidados por 5 minutos con
cloroformo absoluto y finalmente rehidratados por 2 minutos con etanol al 95 % y al 100 %.
Los cortes y celulas se hibridaron durante 12 horas a 52 °C en una camara humeda, con 40 pul
de solucidn de hibridacion que contenia: SSC 2X, formamida desionizada al 50 %, Denhart’s
1X, sulfato de dextran al 10 %, 500 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado por
15 minutos a 65 °C, 100 pg/ul de ARNt, DTT 10 mM y de 0.1 x 10° a 1.0 x 10° cpm del
ARNCc (previamente desnaturalizado por 15 minutos a 65 °C) marcado con *S o de 3 pl del
ARN marcado con digoxigenina (100 ng). Al final de la hibridacién, el Parafilm se quit6 en
una solucion de SSC 1X y el exceso de la solucion de hibridacion se lavo cuatro veces por
cinco minutos a temperatura ambiente con SSC 2X; enseguida se dio un tratamiento por 30
minutos con ARNsa (30 ug/ml) en SSC 2X que contenia 1 mM de EDTA, pH 8; los lavados
continuaron con SSC 2X a temperatura ambiente dos veces por 5 minutos, con SSC 1X
seguido de SSC 0.5X y 0.1X, 1 vez cada uno por 10 minutos a temperatura ambiente; se
continué con un lavado a 60 °C por 30 minutos con SSC 0.1X y finalmente un lavado a
temperatura ambiente por 5 minutos con SSC 0.1X. Los cortes histolégicos y las células
marcadas radioactivamente se deshidrataron con etanol y se expusieron a la emulsion
fotografica (Amersham) por 60 dias a 4 °C. La sefial se revelo por 3 minutos a 15°C en
revelador D19 (Kodak) y después de enjuagar por 1 minuto con agua a 15 °C la sefial se fijo
por 3 minutos a 15 °C con un fijador GBX (Kodak). Finalmente los tejidos y células se tifieron
con la tincion de Nissl.

Los cortes y células marcados con digoxigenina se trataron para revelar la sefial por
inmunofluorescencia. Después de 1 lavado con PBS las células se permeabilizaron durante 3
minutos con una solucion de Triton X-100 al 0.3 % en PBS. Enseguida se incubaron 1 hora a
temperatura ambiente en la solucién de blogueo (Roche) al 0.1 %, Triton X-100 al 0.01 % en
PBS. Las células se incubaron por 12 horas a 4 °C con el anticuerpo monoclonal de raton
antidigoxigenina (Roche) en una dilucion 1/100 en solucion de bloqueo. Después de los
lavados con PBS la sefial se revelo por inmunofluorescencia al utilizar el anticuerpo de cabra
anti-1gG de raton conjugado al fluoroforo ALEXA 594 (Molecular Probes) por 2 horas a 4 °C
en la solucion de bloqueo. Al final las células se montaron con una solucion de PBS con

glicerol en relacion 1:1.
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Hibridacion in situ con ARNc combinada con inmunocitoquimica

Después de realizar la ICQ para la PRL, TSH o GH como se describi¢ arriba se procedié a
realizar HIS para la PPII revelando la sefial por inmunofluorescencia y por radioactividad.
Durante el procedimiento de la ICQ se tuvo precaucion para evitar la contaminacion con
ARNSsas.

Conteo de células

Las imégenes de microscopia de luz se observaron con el objetivo de 40X de un microscopio
Axioscop (Carl Zeiss). Las células se contaron en las imagenes capturadas por una camara
CCD (Sony) con la ayuda del software Marcator (Explora nova, v.1.88a). Las sefiales de
fluorescencia se contaron en un microscopio de epifluorescencia Axioscop (Carl Zeiss)
utilizando el filtro de rodamina (540 nm de emisién y 625 nm excitacion). Las fotografias de

fluorescencia se tomaron con una camara (MC80; Carl Zeiss) utilizando el objetivo de 100X.

Transfeccion de los ODN-AS y tratamiento con el TRH

Para los estudios del papel de la PPII en la comunicacion mediada por el TRH en las células
de la adenohipdfisis en cultivo seguimos el protocolo D, descrito en detalle en el articulo 1, ya
que fue el protocolo que asegurd la mejor eficiencia para suprimir la expresion de la PPII. De
los 8 ODN-ASO disefiados se utiliz6 el ODN-ASO llamado PPII-ASO2 y como control
negativo se empleo un el respectivo ODN revuelto (PP11-SCO2) que es un ODN con la misma
proporcién de bases que el PPII-ASO2 pero que no hibrida con el ARNm de la PPII. Los
ODN se utilizaron a una concentracion de 1uM (modificado como fosforotioato; Epoch
Biosciences) y se mezclaron con 6 uL de FUGENEG6 (Roche) diluido en 500 uL DMEM (mas
suplementos excepto el SFB y los antibidticos). La mezcla se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de 24 h en cultivo, las células se lavaron dos veces con
DMEM vy se les agrego la mezcla de transfeccion. Después de un periodo de 4 horas (tiempo
de la transfeccion), se afiadié a las células, sin retirar el medio de transfeccion, 500 pL de
DMEM-S fresco (con 20 % de SFB, 2X de penicilinay 2 X de estreptomicina y fungizona).
Los controles de la transfeccion recibieron FUGENEG sin el ODN. Para el andlisis por RT-
PCR, 24y 48 h (24 y 36 h en las células C6) después del final de la transfeccidn, las células se
lavaron dos veces con PBS y se congelaron a -80 °C hasta su procesamiento para extraer el
ARN total. Los tratamientos con TRH (0.1 a 10 nM) comenzaron 48 h después del final del
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transfeccion. A los tiempos indicados, el medio de cultivo se retiro para medir TSH y PRL por

radioinmunoensayo (RIA).

Deteccion de las hormonas por RIA

Los medios de cultivo fueron analizados por RIA para determinar la concentracion de TSH y
de PRL liberada al medio de cultivo. En los RIA se utilizaron los reactivos proporcionados por
A. F. Parlow y el Programa Nacional de Hormonas de la Pituitaria (NIDDK, de los E.U.A.). El
RIA del TRH se realizd segun lo descrito en (Joseph-Bravo et al., 1979).

RT-PCR semi-cuantitativa

El ARN total de las células de la adenohipdfisis en cultivo se aislé de acuerdo al método del
tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). El
ARNmM (1 pg) se retrotranscribio con un iniciador de oligodeoxitimidina (100 pmol) y la
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina (Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase; Invitrogen). La mezcla de reaccion (6 ul) se sometié a la PCR para amplificar
los ADNCc de la PPII, la GsPDH, la APA, la APN, la TSH, laPRL y el TRHR1.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (Eppendorf mastercycler). Los
productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 2 %, y se visualizaron
por tincion con bromuro de etidio. Los productos del PCR se cuantificaron por densitometria
en un analizador Flour S multilmager (Bio Rad). La cantidad de cada producto de PCR se
normalizo con la de GzPDH en cada muestra. La secuencia de cada primer utilizado y las
condiciones para los PCR se describen a detalle en la seccién de materiales y métodos de los

articulos 1y 2.

Anélisis estadistico.

Cada experimento se realiz6 en duplicados o triplicados y se repitié al menos 2 veces por
grupo experimental. Para los experimentos con los ODN antisentido el valor de la media del
control sin transfectar o el control transfectado con el SCO se considero el 100%. Para los
experimentos de ICQ e HIS el total de células contadas de la pituitaria se considero el 100%.
Los datos se presentan como la media * el error estandar de la media (SEM). La significancia
estadistica se evalud con una prueba t de student; las diferencias se consideraron significativas

con una p<0.05.
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RESULTADOS

Localizacién del ARNm de la PPI1 en cultivos primarios de adenohipofisis de rata.

Los analisis de HIS mostraron que sélo una pequefia poblacion (5.2 al 6 %) de las células de la
pituitaria expresan el ARNm de la PPII (tabla 1 y figura 1 del articulo 2). Al realizar los
experimentos combinados de HIS con ICQ encontramos que el 66 % de las células que
expresaron el ARNm de la PPII fueron lactotropos mientras el 34 % fueron somatotropos pero
ninguno fue tirotropo (tabla 1 y figura 2 del articulo 2). Aunque tratamos de corroborar
nuestros resultados con la situacion en la glandula in vivo, ésto no fue posible ya que no
pudimos optimizar el procedimiento de HIS en cortes histologicos de glandula pituitaria. Estos
resultados sugieren que el ARNm de la PPII no se expresa en la mayoria de las células que
responden al TRH.

Disefio de los oligodeoxinucleotidos antisentido

Los oligodeoxinucledtidos (ODN) antisentido han sido utilizados para inhibir la expresion de
una variedad de genes. Sin embargo, no existe una guia universal para identificar las regiones
accesibles en un ARN que pudieran ser los blancos potenciales. Se ha reportado el uso de
procedimientos experimentales para identificar regiones accesibles. Estos incluyen el uso de
librerias de ODN inmovilizadas sobre soportes sélidos e hibridados con el ARN blanco
marcado radiactivamente (Milner et al., 1997) y el uso de librerias de oligonucleétidos para
medir la susceptibilidad del hibrido ARN-ODN a la ARNasa H (Ho et al., 1996 y 1998). Al
utilizar estos procedimientos se han disefiado ODN que son capaces de suprimir la expresién
de genes eficazmente. Adicionalmente se ha descrito el empleo de un procedimiento teorico
que sugiere sitios potencialmente accesibles. Estos sitios son predichos a partir de la estructura
secundaria del ARN, la cual es determinada en base a parametros energéticos (Patzel et al.,
1999). Este procedimiento ha mostrado hasta un 50 % de efectividad, es decir que del total de
ODN seleccionados la mitad inhiben la expresion del gen en estudio. Por esta razon utilizamos
el programa de computo mfold (version 2.3,
www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna/forml.cgi) que en base a un algoritmo que
utiliza los valores de energia libre del plegamiento de moléculas de ARN, predice las
estructuras secundarias potenciales. Utilizando este programa se sometieron al analisis una

serie de secuencias (ventanas) del ARNm de la PPII (figura 5y figura 1a en el articulo 1). Se
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eligieron ventanas de 1400 nucle6tidos (nt) las cuales se fueron recorriendo a lo largo del
ARNmM en pasos de 250 nt hasta completar todo el ARNm de la PPIl (6000 nt). De las 5
estructuras secundarias potencialmente favorables, predichas para cada ventana, tomamos el
valor de s-s (single-strand, hebra sencilla), que indica la probabilidad de que una base no se
encuentre apareada en una estructura determinada; es decir, si el valor de s-s para el
nucleo6tido 920 es igual a 5 quiere decir que en las 5 estructuras potencialmente favorables el
nucle6tido 920 esta desapareado. Al alinear a las diferentes ventanas y obtener los promedios
de sus valores de s-s pudimos generar una grafica en la que se identificaron los sitios en el
ARNmM de la PPII en los que los nucledtidos se encuentran formando estructuras tipo asa
(figura 6). Si estas estructuras locales fueron de tamafo igual o mayor a 10 nucleétidos se
seleccionaron para dirigir contra ellas a los ODN antisentido (ASO). Los ASO se dirigieron
hacia el inicio 5 del asa. Con esta estrategia disefiamos 8 ASO, dirigidos contra diferentes
regiones a lo largo del ARNm de la PPII, incluido uno que se dirigio contra el sitio de inicio
de la traduccion. Para asegurar la especificidad de los efectos disefilamos 3 ODN revueltos
(scrambled) PPII-SCO1, PPII-SCO2 y PPII-SCO3; estos ODNs presentan la misma
composicion de bases que los PPII-ASO1, PPII-ASO2, y PPII-ASO3 pero que no tienen un
blanco en el ARN de la PPII o secuencias relevantes para nuestro estudio. Las secuencias de

los ODN utilizados en este estudio se reportan en la tabla 1 del articulo 1.

(B ——W—p——— ‘entanal

ventana 2
ventana 3
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Recorndo de la ventana Amplltud de la ventana <—‘
400

Figura 5. Esquema que representa como se seleccionaron los sitios potenciales en el ARNm de la PPII para dirigir a los ODN
antisentido (cajas grises). Los sitios locales fueron seleccionados si los elementos estructurales favorables (cajas punteadas) se
conservaron en las 5 estructuras favorables determinadas para cada ventana y entre todas las ventanas que se fueron
moviendo a lo largo del ARNm de la PPII. Las estructuras locales no conservadas en todas las ventanas (cajas blancas) no se

seleccionaron.
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Figura 6. Grafica de un fragmento del cADN de la PPII (nucleé6tidos 800-1000) generada a partir de los promedios de los valores
de s-s para cada nucledtido en todas las ventanas analizadas. Con la flecha se indica una zona en la que los nucleétidos 920-
930 se encuentran formando una estructura local que se conserva.

Seleccion del transfectante 6ptimo en cultivos primarios de la adenohipéfisis de rata

Una vez disefiados los ASO se procedid a encontrar un transfectante para introducir los
diferentes ASO y SCO en las células de la adenohipdfisis en cultivo. Para nuestros
experimentos de optimizacion de la transfeccion utilizamos al PPII-ASO1 (20mero) marcado
con fluoresceina en el extremo 5° en cultivos de adenohip6fisis tratados por 5 dias con Ts (10
M) (protocolo A; ver figura 1b en el articulo 1). La marca fluorescente nos permitio
monitorear el porcentaje de células transfectadas en un microscopio de fluorescencia y la
sobrevivencia se evaludé al contar las células que excluyen el azul de tripano. Como
transfectantes evaluamos tres preparaciones de lipidos cationicos, Cellfectina (Gibco),
Transfectam (promega) y FUuGENE6 (Roche), asi como un polimero cationico, la
Polietilenimina (PEI) (Fluka). La eficiencia de transfeccion para el PPII-ASO1 (1 uM) se
evalué a diferentes concentraciones del transfectante en medio libre de suero y siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. De los cuatro transfectantes evaluados el mejor resultado se
obtuvo con el FUGENES® ya que a una concentracion de 2 ul/ug de ODN se transfectaron 62 %
de las células y murieron el 11 %. Si bien el PEI no afecté la sobrevivencia celular, con dosis
de hasta 5 pg/ug de ODN, su eficiencia de transfeccion fue la mas baja con solo 15 % de las

células transfectadas. De manera adicional, evaluamos si el tratamiento con el FUGENEG-
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ODN pudiera tener a largo plazo un efecto toxico. Las células se incubaron con el complejo
FUGENEG-PPII-ASO1-FITC durante: 0 (termino de la transfeccion), 24 y 48 horas (después
de la transfeccién). Al terminar el periodo de 4 horas de transfeccion las células no se lavaron
(excepto para el tiempo 0) y el medio de transfeccion se suplemento con suero fetal bovino
(concentracién final 10 %) y antibidticos. A los tiempos indicados las células se tripsinizaron
y contaron con la camara de Neubauer en un microscopio de fluorescencia. Los resultados
indicaron que no existe un efecto toxico severo a largo plazo ya que el porcentaje de muerte a
las 24 y 48 horas fue similar al porcentaje de muerte al tiempo 0, que fue del 16 %. De manera
adicional, el porcentaje de células transfectadas, que fue de alrededor del 60 % se mantuvo
constante durante las 48 horas, lo que nos indico que el ODN no es degradado o expulsado de
las células durante este lapso de tiempo. Estos resultados nos permitieron seleccionar al
FUGENES® para transfectar los diferentes ASO y SCO en las células de la adenohipdfisis en

cultivo.

Efecto del régimen de tratamiento con la T sobre la efectividad de los ASO

La actividad de la PPII es apenas detectable en ausencia de T3 en cultivos primarios de células
de la adenohipéfisis. En estos cultivos la T5 (10 M) induce la actividad enzimética de la PPII
(Vargas et al., 2000 y Bauer et al., 1990), induccion que correlaciona con un incremento en
los niveles del ARNm de la PPII (figura 1c del articulo 1). Con este protocolo (llamado
protocolo A), los estudios preliminares mostraron efectos ligeros de los PPI1I-ASO1 y PPII-
ASO2 sobre los niveles del ARNm de la PPII. El efecto de los ASO pudiera ser ligero porque
se estaria tratando de suprimir a la PPII a la vez que se estimula su expresion. Por esta razén
se decidié modificar el protocolo del tratamiento; los protocolos alternativos se describen en la
figura 1b del articulo 1. Las variantes fueron: a) disminuir la dosis de T3 a la concentracion
fisiologica (10° M) y disminuir el tiempo de induccién a 72 horas (protocolo B); b) mantener
el cultivo por 24 horas sin hormona y después de la transfeccion restituir la Tz (10° M) y
mantenerla por 24 horas hasta el analisis (protocolo C); y dar un estimulo con Ts (10° M) por
24 horas y retirarla al momento de la transfeccion (protocolo D). Con el protocolo C se
obtuvieron resultados similares a los del protocolo A, por lo que los esfuerzos se concentraron
en los protocolos By D.

Utilizando los protocolos B y D se evalu6 la capacidad de los 8 PPII-ASO disefiados para
suprimir la expresion de la PPII. Con el protocolo B, se encontré que comparado al control sin
ODN (mock), los PPII-ASO 1, 2, 3, disminuyeron significativamente los niveles del ARNm
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de la PPII de una manera dependiente del tiempo, ya que el efecto fue mayor a las 48 horas
que a las 24 (figura 5 del articulo 1). El resto de los PPII-ASO tuvieron efectos ligeros, y
dependientes del tiempo, sobre los niveles del ARNm de la PPII (figura 5 del articulo 1). La
especificidad de la secuencia se evaluo al medir los niveles del ARNm de la aminopeptidasa A
(APA). Los efectos de los ASO que tuvieron efecto contra la PPII fueron especificos del ARN
blanco ya que los niveles del ARNm de la APA no se redujeron significativamente (figura 5
del articulo 1).

Con el protocolo D (figura 3 del articulo 1) se encontrd también que el efecto sobre los niveles
del ARNm de la PPII fueron dependientes del tiempo pero el efecto de los ASO fue maés
potente que con los protocolos A, B o C. Los PPII-ASO 1, 2 y 3 inhibieron los niveles del
ARNmM de la PPIl en un 42, 37 y 43 % a las 24 horas y hasta en un 65, 59 y 60 % a las 48 h
respectivamente (figura 3 del articulo 1). El resto de los PPII-ASO tuvieron efectos de
diferente magnitud, entre aproximadamente un 30% a las 24 horas y 40% a las 48 horas
(figura 3 del articulo 1). Al igual que con el protocolo B los efectos de los ASO que tuvieron
efecto contra la PPII fueron especificos del ARN blanco ya que los niveles del ARNm de la
APA no se redujeron significativamente (figura 3 del articulo 1).

Los PPII-ASOL1, 2 y 3 fueron efectivos para suprimir la expresion del ARNm de la PPII; para
determinar que el efecto fuera especifico de la secuencia se analizo el impacto de los PPII-
SCO1, 2y 3. Los PPII-SCO 2 y 3 no tuvieron un efecto significativo sobre los niveles del
ARNmM de la PPII ni de la APA (figura 3 del articulo 1). En contraste el PPI11-SCOL1 tuvo un
efecto sobre los niveles del ARNm de la PPII por lo que el PPII-ASO1 fue descartado para
otros estudios. Estos resultados sugerian que el potente efecto de los PPII-ASO2 y 3 es
especifico de la secuencia y del ARN blanco. Una comparacion directa del efecto de varias
dosis del PPII-ASO2 y del PPII-SCO2 en los protocolos B y D confirm6 la efectividad del
PPII-ASO2 para suprimir la expresion del ARNm de la PPII pero no de la APA (figura 2 del
articulo 1).

Los cambios ocasionados por el PPI1-ASO 2 sobre el ARNm de la PPII se reflejaron a nivel de
la proteina, ya que la actividad especifica de la PPIl se redujo mas eficientemente en las
celulas transfectadas con el PPII-ASO2 en el protocolo D que con el protocolo B (figura 4 del
articulo 1).

Las diferencias en la potencia los PPII-ASO en el protocolo D con respecto al protocolo B no
se debieron a efectos en la eficiencia de transfeccion ya que esta fue similar entre los
protocolos B (70% + 2%, n=4) y D ( 68% + 5%, n=4). Tampoco se debieron a cambios en la
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tasa de incorporacion de los PPII-ASO ya que la tasa de incorporacion de un **P-ASO fue
similar entre los protocolos (27 vs 28 fmol/min por 10° células para los protocolos B y D
respectivamente). Y tampoco se debié a un cambio en la distribucion de los ODN ya que un
analisis de microscopia confocal mostrd un patrén similar de distribucién intracelular del
PPII-ASO 1-FITC entre los protocolos B y D (figura 7). El ODN se localizo mayoritariamente
en el ndcleo de las células con poca sefial distribuida de manera puntual en el citoplasma
(figura 7).

Figura 7. Localizacion intracelular del PPII-ASO1-FITC transfectado a las células de la pituitaria con el protocolo B (A) o el
protocolo D (B). 12 horas después de la transfeccion las células se fijaron por 20 minutos en paraformaldehido al 4% y sacarosa
al 4% en PBS. Después de dos lavados con PBS las células se montaron con PBS y glicerol en relacién 1:1 y se observaron en
el microscopio confocal.

Al medir los niveles del ARNm de la PPII en los protocolos B y D se encontr6 que existe una
correlacion negativa entre los niveles del ARNm y la efectividad de los PP1I-ASO, es decir a
mayores niveles del ARNm menor actividad del ASO y viceversa. Esta observacion contrasta
con la realizada por Grifman y Soreq (1997), quienes encontraron que en la linea celular PC12
la efectividad de los ASO es mayor cuando se induce la expresion del ARN blanco. Sin
embargo, Miraglia et al., (2000) han demostrado que la potencia de los ASO no depende de
los niveles del ARNm blanco. Para tratar de entender esta discrepancia evaluamos el impacto
de los protocolos B y D sobre la inhibicion de la expresion del ARNm del TRHR1 un ARNm
que, a diferencia de la PPII, es regulado negativamente por la T3 (Schomburg y Bauer, 1995).
La efectividad del TRHR1-ASO (Aguilar-Valles, 2000) se evalu6é en ambos protocolos a las
12 horas postransfeccion (la PPII se evalud a las 24 y 48 horas postransfeccion). Esto fue
debido a que el efecto del TRHR1-ASO es maximo a las 12 horas y su efecto se pierde
completamente a las 24 horas. Comparado al control de la transfeccion (mock) en el protocolo

B el ASO-TRHR1 no tuvo efecto sobre los niveles del ARNm del TRHR1 y si un efecto ligero
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pero significativo sobre los niveles del ARNm del TRHR1 en el protocolo D (tabla 3 del
articulo 1). Los efectos fueron ARN blanco especificos ya que la transfeccion del TRHR1-
ASO no afecto los niveles de los ARNm de la PPII, de la APA (tabla 3 del articulo 1) y de la
APN (no mostrado). Los efectos fueron especificos de la secuencia ya que el TRHR1-SCO no
afecto los niveles del ARNm del TRHR1. Estos datos sugieren que el impacto del protocolo
sobre la efectividad de los ASO es independiente de los cambios en los niveles de los ARN
blanco o cambios en la vida media de los mismos.

Para determinar si las respuestas que encontramos son especificas del tipo celular empleado,
evaluamos el impacto de los protocolo B y D sobre la efectividad del PP1I-ASO 2 en la linea
celular C6. Aqui encontramos nuevamente que la efectividad del PPI1-ASO 2 fue mejor en el
protocolo D que con el protocolo B (figura 6 del articulo 1). En esta linea celular encontramos
que el efecto fue especifico para el ARN blanco ya que los niveles del ARNm de la
aminopeptidasa N (APN) no se afectaron en este sistema (figura 8) Estos resultados sugieren
que la sensibilidad a los ASO de acuerdo al protocolo empleado no es especifica del tipo
celular.

En conclusion, es probable que exista un mecanismo comun involucrado en la accién de los

ASO que sea afectado por las hormonas tiroideas.

K 180 - 3 160 4
< 160 & 1401
~ . 140 A £ 120
N
% O 1207 Z O 100
Xy 100 = PPl S mePl
LX 0 * - OAPN g o * O APN
35 601 35 *
o 40 - 8 401
[ 20 1 £ 20 1
= 0 - T : T = 0 -
PPII-SCO2 PPII-ASO2 PPII-SCO2 PPII-ASO2 PPII-SCO2 PPII-ASO2 PPII-SCO2 PPII-ASO2
Protocolo B Protocolo D Protocolo B Protocolo D

Figura 8. Efecto de los PPII-ASO 2 y PPII-SCO2 sobre los niveles de los ARNm de la PPIl y la APN en células C6 transfectadas
con de acuerdo al protocolo B y D. A las 24 (izquierda) y 36 h (derecha) postransfeccion se cuantificaron los niveles de los
ARNmM para la PPIl y la APN. Los datos son la media + ESM de los niveles del ARNm expresados como % del control PPII-

SCO2. *p<0.05, comparado al control PPII-SCO2. .

Relacion regulatoria entre la PPI11 y la expresion de la APN en la pituitaria anterior

Con algunas excepciones los PPI1I-ASO no tuvieron efecto sobre la expresion de la APA, lo

que sugeria la especificidad por el ARN blanco. Para confirmar que el efecto del PPI1I-ASO2
40



fuera especifico del ARN blanco se evalu6 su accion en otro homologo de la PPII, la APN. En
este caso encontramos que el PPII-ASO 2 disminuyo los niveles del ARNm de la APN en una
proporcion similar a la observada para los niveles del ARNm de la PPII (figura 9). Este efecto
se observo con todos los ASO efectivos para suprimir los niveles del ARNm de la PPII (no
mostrado). Ya que las secuencias de los PPII-ASO no hibridan con el ARNm de la APN y
dado que el PP11-ASO2 no afecto los niveles del ARNm de la APN en la linea C6 (figura 8) es
probable que los niveles del ARNm de la APN cambien como consecuencia de modificar los
niveles de la PPII. Las células de la adenohipofisis expresan y liberan TRH en pequefias
cantidades (Bruhn et al., 1994). Una posible explicacion a los resultados es que al manipular a
la PPII se cambien los niveles del TRH extracelular que a su vez regulen negativamente la
expresion de la APN. Para corroborar esta hipétesis, incubamos células de la adenohipofisis
con TRH (10°® M) por 12-48 horas. ElI TRH disminuy® los niveles del ARNm de la APN a las
48 horas (figura 10) pero no los de la APA (no mostrado). Por lo tanto el efecto de los PPII-

ASO sobre la APN no es inespecifico y si probablemente regulatorio.

41



=
=]
2
-]
-g - 1T o
= [ T
= o i =LLEE ¥
= ~ T i Al - f EF
= i |- n
3. i k4 Btk
S ] 16 iy
- - 1 T i | = L
= . — o e ;I - TS
L ===y 1 T ol S
= — -0 1 -
= | | [E T ooy
- X ] Tk ::::It o7 2 #-%1
' [ N 18
3 - -
H— IS oad N iy
= - [~ ot
. - s
3 ] i T y i
-l L] U =t A
==l = YRR s B
- _ L) Bl e Neas W s o
= -
FEI-AS 02 PPI-SLUZ

mocK PPR-ANOE [ T ="
et G DRSSP wmess  ORuend @mmgs | G,POH
s e | PPN
““m-h froee— —
L R T e e— 1. |
A Gl s e @ ] FRL
s A S, e A cvsse | B TEY
el Sl o el e e | TRHR

Figura 9. Efecto del PPII-ASO 2 sobre los niveles de los ARNm de la PPII, APN, APA, PRL, TSH y TRHR1 en cultivos primarios
de adenohipéfisis transfectadas con el protocolo D. A las 48 h postransfeccion se cuantificaron los niveles de los ARNm. Los
datos son la media + ESM de los niveles del ARNm expresados como % del control sin trasfectar (mock). ***p<0.0001, *p<0.05,
comparado al control sin transfectar, el numero de determinaciones se muestra en cada una de las barras. El panel de abajo
muestra la imagen de un gel representativo de los productos del RT-PCR para dos muestras independientes.
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Estudios sobre la funcion de la PPII en las respuestas al TRH en la pituitaria anterior
Las respuestas méas caracterizadas en respuesta al TRH son la sintesis y liberacion de PRL y
TSH por la pituitaria anterior (Carr et al., 1993). Para determinar si la PPIl modula las
actividades endocrinas del TRH decidimos investigar si al inhibir parcialmente la actividad de
la PPII con el PPII-ASO2 (utilizando el protocolo D a las 48 horas postransfeccion), se
modifican las respuestas mencionadas arriba al neuropéptido TRH. Comparado al control de
transfeccion y al PPI1-SCO2 la supresion de la PPII con el PPII-ASO2 ocasiond una secrecion
aumentada de PRL en respuesta al TRH (10 nM) a 1, 3, 6 y 12 horas de tratamiento (panel
superior de la figura 5 del articulo 2). Sorprendentemente, la liberacion de TSH en respuesta al
TRH no se afecto significativamente, a los mismos tiempos, en las células de la adenohipofisis
a las que se les suprimi6 a la PPII con el PPII-ASO2 (panel inferior de la figura 5 del articulo
2). El efecto no se debié a cambios en la liberacién basal de las hormonas por efecto de los
ASO o0 SCO ya que con excepcion de un ligero aumento a las 3 horas en la secrecion de TSH,
ocasionado por el PPII-SCO2 (panel inferior de la figura 4 del articulo 2), no existen
diferencias significativas en la liberacion basal tanto de PRL y TSH (figura 4 del articulo 2).
Estudios de dosis-respuesta mostraron que a las 3 horas, comparado al control de la
transfeccion y al PP11-SCO2 la supresion de la PPII potencio la secrecion de PRL en respuesta
al TRH en un 50 % para el TRH 3 nM, y 10 nM (figura 6 del articulo 2). A 1 hora, comparado
al control de la transfeccion y al PPII-SCOZ2, la inhibicion de la PPII potencio la liberacion de
PRL solo para el TRH 10 nM pero no para la concentracion 3 nM (figura 11). En contraste, a
bajas dosis de TRH (0.3 nM) la inhibicion de la PPIl no potencio la liberacion de PRL en
respuesta al TRH ni a 1 hora (figura 8) ni a las 3 horas (figura 6 del articulo 2). La liberacion
de TSH inducida por TRH no se potencio al suprimir a la PPIl a ninguna concentracion y
tiempo evaluado (figura 7 del articulo 2).

El TRH (10 nM) no estimul6 los niveles del ARNm de la PRL ni de la TSH, a 12 horas de
tratamiento (no mostrado). Ademas, la supresion de la PPII con el PPII-ASO2 no tuvo ningln
impacto en los niveles del ARNm de la TSH, PRL, TRHR1 y la APA (figura 3 del articulo 2).
Para descartar que los efectos de la disminucién de la expresion de PPII sobre la secrecién de
PRL se deban a la disminucion de la expresion de APN, se estudio el efecto de un inhibidor
especifico de la APN (actinonina) sobre las respuestas al TRH. Un estudio preliminar mostro
que la actinonina a 50 mM inhibe en un 70% la APN de membranas de cerebro pero no inhibe

a la PPII ni a la APA en las mismas membranas. La tabla 3 del articulo 2 muestra que al
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inhibir a la APN con la actinonina no se afecta la liberacion estimulada por TRH de la PRL y

TSH ni a 1 hora ni a 3 horas de tratamiento.

Niveles del ARNm de la APN
(APN/G3;PDH)
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Figura 10. Efecto del TRH sobre los niveles del ARNm de APN en cultivos primarios de adenohipdfisis. Las células se trataron

con 10 nM de TRH por 12, 24 y 48 horas y se cuantificaron los niveles de los ARNm. Los datos son la media + ESM de los

niveles del ARNm expresados como el cociente de la APN entre GsPDH. *p<0.05, comparado al basal. El panel de abajo

muestra la imagen de un gel representativo de los productos del RT-PCR para dos muestras independientes.
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Figura 11. Liberacién de PRL inducida por TRH en cultivos primarios de adenohipdfisis. Las células se trataron con el PPII-
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DISCUSION

La glandula pituitaria es una de las glandulas endocrinas mas complejas en los vertebrados ya
que al integrar la informacion del cerebro y de los 6rganos periféricos mantiene la homeostasis
endocrina (Dasen et al., 1999). La complejidad estructural y funcional de la glandula pituitaria
ha obligado a estudiar su funcion en lineas celulares o cultivos primarios. Aunque la biologia
de la comunicacion TRHérgica se ha estudiado en modelos in vivo, ésta también se ha
estudiado extensivamente en células GHs y cultivos primarios (Ashworth y Hinkle 1996).
Debido a que las células de la pituitaria en cultivos primarios reconstruyen y mantienen la
topografia y afinidades entre los diferentes grupos celulares como ocurre en la glandula in vivo
(Noda et al., 2003), estos cultivos ofrecen un excelente modelo para estudiar la respuesta

endocrina al TRH.

La PPII se expresa en subpoblaciénes de células de la adenohipofisis

Si las células de la adenohipofisis se separan en un gradiente, la actividad de la PPII se asocia
a las poblaciones de lactotropos pero no de somatotropos o tirotropos (Bauer et al., 1990). Sin
embargo, la separacion de células en base en su tamafio y densidad y no a su contenido
hormonal no define de manera precisa la localizacion de proteinas debido a que éstas se
pueden expresar en solo subpoblaciones (y no en todas las células purificadas) o en algun
contaminante minoritario que exprese en mayor proporcion a la proteina de interés. La
inmunocitoquimica es una técnica que permite localizar proteinas a nivel celular; sin embargo,
a la fecha no se cuenta con anticuerpos anti-PPII Gtiles para la inmunohistoquimica, por lo que
para determinar el o los tipos celulares que expresan a la PPII recurrimos al analisis de la
expresion in situ de su ARNm. En este trabajo encontramos que en las celulas de la
adenohipofisis en cultivo el ARNm de la PPII se expresa en pequefias subpoblaciones de
lactotropos y somatotropos (10 % de los lactotropos y 6 % de los somatotropos) pero no en los
tirotropos. La sorprendente falta de PPII en los tirotropos no parece ser un artefacto del cultivo
porgue datos recientes confirman que no se puede detectar el ARNm de PPII en tirotropos in
vivo (Sanchez y Lechan, no publicado).

Estos resultados apoyan los obtenidos por Bauer et al., (1990) quien encontro que la actividad
de la PPII se asocia a los lactotropos pero no a los tirotropos. Sin embargo, nuestro estudio

aporta datos nuevos, ya que encontramos que el ARNm de la PPIl se expresa en una
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subpoblacion de somatotropos. Ya que la actividad de la PPIl se asocia a los lactotropos
suponemos que los que expresan el ARNmM también tienen la actividad. Queda por
determinarse si los somatotropos que expresan el ARNm de la PPII tienen actividad
enzimatica. Recientemente se ha demostrado la presencia, en la pituitaria, de una variante
truncada de la PPII que es inactiva (Chavez-Gutiérrez et al., 2005). Ya que esta isoforma no se
discrimina por la sonda de HIS, utilizada en este estudio, es posible que los somatotropos
pudieran expresar a la forma trunca y no tener actividad. Asi, es posible que en los
somatotropos el ARNm de la PPII no se traduzca, como se ha mostrado para el ARNm del
TRHR1 en este tipo celular (Konaka et al., 1997). Por otro lado, se ha reportado la existencia
de un tipo celular que coexpresa PRL y GH, el lactosomatotropo (Porter, et al., 1990), por lo
que nuestro estudio no permite descartar que hayamos detectado una subpoblacion de
lactosomatotropos que expresan el ARNm de la PPIl. De cualquier manera, nuestros
resultados muestran que la mayoria de las células responsivas al TRH no expresan a la enzima
que lo inactiva. Esto es consistente con los niveles relativamente bajos de actividad y

mensajero en la adenohipofisis.

Los oligonucleétidos antisentido como herramienta para suprimir la expresiéon de la
PPII

Los péptidos transmiten su mensaje quimico al unirse a receptores especificos presentes en la
membrana plasmaética. La actividad de los péptidos se regula al modularse sus niveles en el
espacio extracelular. Este control se ha atribuido a la regulacion de la biosintesis y de la
liberacion y también a su inactivacién por ectopeptidasas. En contraste con la PPII que tiene
una especificidad restringida, cuyo Unico substrato bioldgico conocido es el TRH (O"Connor y
O"Cuinn 1985; Wilk y Wilk, 1989 y Bauer, 1994, Kelly et al., 2000), otras ectopeptidasas
presentan un amplio rango de sustratos bioldgicos (Csuhai et al., 1995). Sin embargo, el uso
de inhibidores especificos ha permitido determinar la participacién de las ectopeptidasas en la
modulacion de la respuesta de diferentes tipos celulares tanto in vivo como in vitro (ver
introduccion). Actualmente se han sintetizado algunos inhibidores de la PPII (Kelly et al.,
2000, 2005, Scalabrino et al., 2007, Matziari et al., 2008) o han sido purificados de
invertebrados marinos (Pascual et al., 2004); estos inhibidores se estan evaluando in vivo e in
vitro e incluyen al TRH-fosfinico y al HcPI que se utilizaron en este trabajo (ver la tabla 2 del
articulo 2). Cabe mencionar que al inicio de este proyecto el tnico inhibidor disponible para la
PPI1I no podia ser usado en un modelo fisiologico ya que su Ki para la PPII es de 8 uM (Charli
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et al., 1989). Como una alternativa al uso de los inhibidores utilizamos ODN antisentido para
inhibir a la expresion de la PPII. Con un procedimiento tedrico derivado del descrito por
Patzel et al., (1999), diseiamos 8 ODN de los cuales 2 fueron capaces de suprimir la
expresion de la PPIl de manera eficiente y especifica. La utilizacion de los ODN es una
estrategia confiable para suprimir la expresion de genes de manera especifica y tiene la ventaja
de ser facilmente optimizada para su uso in vitro. Durante la optimizacién de la estrategia para
suprimir la expresion de la PPII, encontramos que la variacion en el protocolo de la
administracion de T3 tiene un efecto importante en la efectividad de los ODN, de tal manera
que mantener a la T3 durante y después de la transfeccion se reduce la eficiencia del ODN; asi
al comparar varios protocolos observamos que el protocolo D fue mas efectivo que los
protocolos A, B o C (articulo 1). La variacion en la eficiencia del ASO depende de la
hormona pero es independiente del ARNm blanco, de si el ARNm blanco se regula positiva o
negativamente por Ts, del tipo celular, de la secuencia del ODN y de la reduccion en el
numero de enlaces fosforotioatos. A diferencia de lo reportado por Taylor et al., (2001),
quienes mostraron que el 17B-estradiol incrementa los efectos de los ASO en células MCKF7-
K2 por un cambio en la eficiencia de transfeccion, en nuestro caso los efectos no se debieron a
cambios en la eficiencia de transfeccion ni en la taza de captura y ni en la distribucion
subcelular del ODN. En las células de la adenohipdfisis observamos una correlacion negativa
entre los niveles del ARNm de la PPIl y la efectividad de los ASO; sin embargo, esta
correlacion no se encontré para el TRHR1, que se regula negativamente por las hormonas
tiroideas (Gershengorn y Osman, 1996), ni para la PPII en las células C6 que expresan niveles
mas bajos del ARNm que la adenohipofisis. Por eso, la diferencia en los protocolos no se
relaciona con los niveles del ARNm blanco, probablemente debido a que los ODN se
encuentran en mayor exceso que el ARN blanco. Es posible que la T3 module un mecanismo
celular involucrado en la efectividad de los ODN. Los ODN con carga neta negativa como los
fosforotioatos desencadenan la degradacion del ARN blanco por la ARNasa H. Asi, la
ARNasa H puede ser el paso limitante en la actividad de los ASO y aunque a la fecha no se
conoce si su expresion se regula por la T3, existen evidencias que la ARNsa H1 se regula por
el estado redox y en su forma oxidada no hidroliza a su sustrato (Lima et al., 2003); en este
sentido la T3 puede incrementar los niveles oxidativos (Smith et al., 2000) y asi reducir la
actividad de la ARNasa H. Alternativamente la hormona podria regular la localizacion
intracelular de la ARNsas H ya que esta localizacion es importante para la accién de los ASO

(Ten Asbroek et al.,, 2002). En general, nuestros datos muestran que manipular la
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concentracion de hormonas tiroideas in vitro (o in vivo) pudiera ser una estrategia Gtil para

optimizar la eficiencia de los efectos de ASOs.

La PPII controla los efectos del TRH en los lactotropos de células de la pituitaria en
cultivo

Para determinar si la localizacion particular de la PPII en la pituitaria tiene un impacto en los
efectos fisioldgicos del TRH utilizamos al PP11-ASO2 para inhibir la actividad de la PPII. Al
suprimir la expresion de la PPIlI encontramos que se potencid la liberacion de PRL en
respuesta al TRH pero no se potencio la liberacion de la TSH. El efecto solo se observo a las
dosis de TRH por arriba de su KD por su receptor, a las dosis por debajo de la KD del TRH no
se encontro efecto, quiza porque a las concentraciones bajas la actividad catalitica de la PPII
es muy baja para tener un impacto en la concentracion del TRH. El no detectar un efecto sobre
la liberacion de TSH puede indicar que la PPII en la pituitaria no controla la liberacién de
TSH en respuesta al TRH, o que las condiciones experimentales no nos permitieron observar
el efecto. Estos resultados se corroboraron con el empleo de 2 inhibidores especificos de la
PPII (el HcPI purificado por Pascual et al., (2004) y el TRH fosfinico sintetizado por Matziari
et al., (2008). Con estos dos inhibidores se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con
el empleo del PPII-ASO2 (ver la tabla 2 del articulo 2). Experimentos preliminares mostraron
que la concentracion de TRH en el volumen del medio de cultivo no se disminuye por la PPII.
La incapacidad de la PPII para modular los niveles del TRH en el volumen del medio de
cultivo permite suponer que la concentracion del TRH en la superficie de los lactotropos o
tirotropos no esté en equilibrio con la concentracion del TRH en el medio extracelular, debido
a la existencia de un mecanismo que limita su difusion cerca de la superficie de estas células.
Esta situacion puede deberse a la existencia de afinidades entre células de la adenohipdfisis
del mismo fenotipo, afinidades que evitarian la agrupacion de células que secretan PRL con
células que secreten TSH. Asi, en las agrupaciones de células que expresan a la PPII, la
secrecion de PRL en respuesta al TRH puede ser sensible a la modulacion de la actividad de la
enzima mientras que en las agrupaciones de células que no expresen a la PPII, por ejemplo
agrupaciones de tirotropos, la modulacién de la actividad de la enzima no afectaria la
actividad del TRH. De manera alterna, la formacion de gradientes de TRH estables en la
superficie de las células que expresan a la PPII pudiera modificar localmente la eficiencia del
TRH, sin cambios detectables en la concentracion del TRH en el medio de cultivo y sin la

transmision de los efectos a los tirotropos vecinos. Los gradientes pudieran generarse por
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interaccion electroestatica entre el TRH (positivo) y los fosfolipidos de la membrana. La
importancia del microambiente en la funcion de las peptidasas se ha sugerido en otros
organos, por ejemplo en las arterias coronarias, ya que al inhibirse al la ACE se incrementan
los efectos de la bradikinina, sin observarse cambios en los niveles del péptido en el volumen
del medio extracelular (Tom et al., 2002). Sin embargo, al inhibir a la NEP, que se expresa en
el mismo tejido y también hidroliza a la bradikinina no se observa una respuesta similar a la
encontrada al inhibir a la ACE. Este fenémeno se explica por la colocalizacion de la ACE con
el receptor de bradikinina, mientras que la NEP al parecer no esta en el microambiente del
receptor para bradikinina.

Nuestros datos in vitro indican que la mayoria de las células que responden al TRH no
expresan a la PPIl. Ademas, muestran que la inhibicién de la actividad de la PPII potencia la
liberacion de PRL pero no de tirotropina en respuesta al TRH. De manera importante,
encontramos que su localizacién celular especifica coincide con capacidades distintas para
regular la secrecion de PRL en respuesta al TRH, siendo la secrecion de PRL la Unica sensible

a la manipulacién de la PPII.

Papel in vivo de la PPII

Ya que las células de la pituitaria in vitro reconstruyen parcialmente las afinidades
topograficas entre las células secretoras de hormonas (Noda et al., 2003), los resultados
obtenidos en cultivos pudieran presentar lo que ocurre in vivo. Los estudios de
inmunocitoquimica (Nakane, 1974; Nogami y Yoshimura, 1982; Yashiro et al., 1981) no han
mostrado una asociacién entre lactotropos y tirotropos en la glandula in vivo por lo que
nuestros datos sugieren que la PPIl no degrada al TRH en toda la glandula si no en
compartimientos especificos que contienen las células que expresan a la enzima (lactotropos y
somatotropos) en donde modula la liberacion de PRL y tal vez GH. Asi, un experimento
preliminar ha mostrado que la inhibicion de la PPII in vivo con el HcPI inyectado de manera
intraperitoneal ocasiona un incremento a los 20 minutos de PRL en el suero (Pascual, 2005).
Sin embargo, la inhibicion de la PPII in vivo no tiene un efecto sobre la liberacion basal de
TSH (Scalabrino et al., 2007 y Sanchez et al., 2008). Estos resultados sugieren que la PPII es
un elemento que controla la secrecion de PRL en la glandula pituitaria, pero no la de
tirotropina.

Un estudio reciente ha mostrado que la PPII se expresa en los tanicitos de la eminencia media

en cercania con las terminales de las neuronas TRHergicas (Sanchez et al., 2008). Al igual que
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la PPII en la pituitaria, la PPII en los tanicitos se regula por hormonas tiroideas y su inhibicién
incrementa la liberacion de TRH y los niveles en el plasma de la TSH inducidos por estres por
frio y por TRH aplicado de manera exdgena (Sanchez et al., 2008). Aungue no se ha
determinado el papel de la PPII de los tanicitos en la liberacion de PRL, se puede suponer que
la PPII en los tanicitos modula la liberacion de TSH mientras que la PPII en la pituitaria
modula la liberacion de PRL. Queda por determinar como se regula la actividad de la PPII en

ambos lugares para lograr que existan diferencias en la respuesta fisioldgica al TRH.

Impacto de la regulacion de la PPII en los efectos del TRH in vivo

Los eventos que regulan la actividad de PPII en pituitaria anterior dependen de sefiales
hormonales, hipotalamicas y efectos paracrinos (Bauer 1987; Lin y Wilk 1996, Ponce et al.,
1988; Vargas et al., 1998; Vargas et al., 1994; Vargas et al., 2002) que afectan de manera
preferencial a los lactotropos. Estos eventos son de intensidad y duracidn variable; sin
embargo, nuestros resultados demuestran que aun una pequefia reduccion en la actividad de la
PPII es suficiente para cambiar la secrecion de PRL en respuesta a TRH. La regulacion
especifica por hormonas y factores hipotalamicos y la localizacion particular de la PPII en la
pituitaria sugiere que la enzima es un elemento de control presente en algunos lactotropos que
determina la disponibilidad de TRH en la vecindad de algunos de los receptores para el TRH.
Por ejemplo, un incremento en la degradacion del TRH por la PPII en algunos lactotropos
minutos después del inicio de la onda de liberacion de PRL (Bourdais et al., 2000) puede
contribuir a que la liberacion de PRL sea transitoria durante la lactancia.

La actividad de la PPII puede determinar la intensidad y duracién de la acciéon del TRH de
una manera especifica del tipo celular y de su contexto fisiologico. Asi, la presencia o la
ausencia de la enzima en células especificas puede modificar la respuesta de estas hacia el
TRH, haciendo a las que expresen a la PPII menos sensibles a la presencia del TRH por lo que
estas células pudieran tener una respuesta hormonal al TRH que sea de mas corta duracion.
Esta hipdtesis es consistente con la heterogeneidad funcional en los lactotropos. Por ejemplo,
en experimentos de centrifugacion diferencial se han separado dos subpoblaciones con
respuesta diferente al TRH y a la dopamina (Kazemzadeh et al., 1991); también se han
caracterizado dos subpoblaciones espaciales y funcionales de los lactotropos, de tal manera
que la subpoblacién localizada hacia el exterior de la adenohipdfisis responde mas al TRH que
a la dopamina y la subpoblacion localizada hacia el centro responde méas a la dopamina que al
TRH (Boockfor et al., 1986 y Boockfor y Frawley 1987). La localizacion particular de la PPII
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en la adenohipofisis y su regulacién por hormonas nos permiten postular que esta enzima

constituye un elemento de control en la glandula para regular la actividad del TRH.

Importancia de la localizacidn celular de las ectopeptidasas en la funcion de los péptidos

La superficie de las células juega un papel relevante en la funcion celular ya que participa en
la comunicacidn inter e intracelular, la integracion de los tejidos y 6rganos, el mantenimiento
y remodelamiento de la matriz extracelular, etc. Muchos de estos procesos son regulados por
ectopeptidasas que al hidrolizar a sus sustratos pueden activar, inactivar o liberar a proteinas o
péptidos. Sin embargo, el estudio de las ectopeptidasas ha sido limitado debido en parte a que
la mayoria son enzimas con una especificidad limitada e hidrolizan una amplia variedad de
sustratos y por lo tanto no se consideraba que llevaran a cabo funciones altamente especificas
(Funkhouser et al., 1991). Pero, los descubrimientos sobre su localizacion selectiva en ciertos
tipos celulares, han dado una nueva perspectiva en el estudio de su significado biolégico
(Kenny et al., 1989). Asi que, las ectopeptidasas no se pueden considerar como simples
enzimas degradativas sino como parte de un complejo y dinamico sistema para regular la
actividad de los péptidos al determinar la intensidad y duracién de sus efectos en tipos
celulares especificos. Por lo tanto, la funcién in vivo de una ectopeptidasa esta determinada
por factores tales como: su localizacion tisular y celular, su cercania con el receptor especifico
para un péptido determinado, de si su expresidn es constitutiva o susceptible a regulacion etc.
La importancia de la localizacion en la funcion de las ectopeptidasas ha quedado claramente
demostrada en este trabajo ya que la expresion de la PPII en una subpoblacion de lactotropos
permite un punto de control para regular la secrecion de PRL en respuesta al TRH. Otro
trabajo que apoya el papel de la localizacion celular de las ectopeptidasas es el mostrado por
Tom et al., (2002) quienes al inhibir a la ACE en las arterias coronarias, mostraron un
incremento en la accion de la bradikinina; pero, al inhibir a la NEP, que se expresa en el
mismo tejido y también hidroliza a la bradikinina no se observa una respuesta similar a la
encontrada al inhibir a la ACE. Este fendmeno se explica por la colocalizacion de la ACE con
el receptor de bradikinina, mientras que la NEP al parecer no estd en el microambiente del

receptor para bradikinina.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se mostro que el ARNm de la PPII se expresa en subpoblaciones de lactotropos
y somatotropos pero no en los tirotropos. Por lo tanto, la mayoria de las células que

responden al TRH no expresan a la enzima que lo inactiva.

El modelaje de la estructura secundaria del ARNm de la PPII permitio disefiar 2 PP11-ASO
eficientes y especificos para suprimir la expresion de la PPIl en cultivos primarios de la

adenohipofisis.

El régimen de tratamiento con la hormona tiroidea cambia la eficiencia de los ASO,

independientemente de los niveles del ARNm blanco y del tipo celular.

La inhibicion de la expresion de la PPII en cultivos primarios de la adenohipéfisis modifica la
respuesta de los lactotropos hacia el TRH. Por lo tanto, la localizacion particular de la PPII en

los lactotropos es importante para modular la secrecion de PRL.

La inhibicion de la expresion de la PPII en cultivos primarios de la adenohipofisis no altera la
respuesta de los tirotropos hacia el TRH; estos datos, asi como los obtenidos in vivo,
demuestran que la presencia de la PPII en los lactotropos no tiene impacto sobre la secrecién
de TSH.

Estos datos demuestran el papel critico de la localizacion celular de las ectopeptidasas en el

control de la actividad de los péptidos bioldgicamente activos.

PERSPECTIVAS

Nuestros resultados demuestran que la PPII regula la liberacién de PRL en la glandula
pituitaria in vitro; sin embargo, para comprobarlos definitivamente in vivo seria provechoso
generar modelos animales a los que se les suprima la expresion de la enzima de manera tejido
especifica. Seria util generar ratones con la delecidn genética de la PPII solo en la pituitaria o

bien generar un ratdn que exprese a la PPII trunca en la pituitaria, ya que tiene la capacidad de
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funcionar como una dominante negativa para inhibir la actividad de la PPII nativa. De manera
mas amplia, generar con modelos similares animales cuya actividad de PPII sea eliminada en
el higado o en los pituicitos de la eminencia media permitiria determinar el papel de la
tiroliberinasa en el sistema portal y de la PPII en la eminencia media para regular la actividad

el TRH en su transito desde su sitio de liberacion y transporte a la pituitaria anterior.
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3,3",5'-Triiodo-L-Thyronine Reduces Efficiency of mRNA
Knockdown by Antisense Oligodeoxynucleotides: A Study
with Pyroglutamyl Aminopeptidase II in Adenohypophysis

RAYMUNDO CRUZ, LUCIA CHAVEZ-GUTIERREZ, PATRICIA JOSEPH-BRAVO,
and JEAN-LOUIS CHARLI

ABSTRACT

The impact of hormones on the efficacy of antisense oligodeoxynucleotides (ASOs) is a poorly ana-
lyzed subject. We designed, based on the identification of potentially favorable local elements of
mRNA secondary structure, eight phosphorothioate ASOs to knock down the expression of an ec-
topeptidase, pyroglutamyl aminopeptidase II (PPII), in primary cultures of adenohypophysis. Two
of the PPII ASOs were very efficient, sequence-specific, and target-specific. Because the expression
of PPII is upregulated by 3,3',5'-triiodo-L-thyronine (T;), we studied the impact of varying the pro-
tocol of PPII induction on the knockdown efficacy. Hormone removal at transfection increased
markedly the ability of (1) PPII ASOs to reduce PPII mRNA levels or PPII activity in adenohy-
pophyseal cells or in C6 rat glioma cells and (2) a thyrotropin-releasing hormone (TRH) receptor-1
(TRH-R1) ASO to reduce TRH-R1 mRNA levels in adenohypophyseal cells. There was no effect of
hormone removal on transfection efficacy and no correlation between target mRNA levels and ASO
efficacy. These data demonstrated that ASO efficacy could depend on T; levels; this might be due to
regulation of a step generally critical for ASO efficiency.

INTRODUCTION

ANTISENSE OLIGODEOXYNUCLEOTIDES  (ASOs) are
widely used in cell biology or physiology to under-
stand gene product function (Wagner, 1994; Weiss et al.,
1997). Several mechanisms of action can explain se-
quence-specific inhibition by an ASO, including transla-
tional arrest or providing a double-stranded heteroduplex
substrate for RNase H, leading to degradation of target
RNA (Matteucci and Wagner, 1996).

Cell cultures are generally propagated in serum-sup-
plemented medium or in serum-free medium supple-
mented with hormones and growth factors to regulate the
differentiated state of the cells or to induce the expression
of specific gene products. Besides the negative impact of

serum on transfection efficiency with lipofectants (Lewis
etal., 1996; Zelphati et al., 1998; Hemmrich et al., 2003),
that of other extracellular factors on antisense efficacy in
cell cultures has not been thoroughly analyzed. Grifman
and Soreq (1997), have shown that differentiation of
pheochromocytoma cells by nerve growth factor (NGF)
enhances cell susceptibility to ASO action. Taylor et al.
(2001) demonstrated that in MCF7-K2 cells, 173-estra-
diol enhances ODN uptake, leading to enhancement of
ASOQ action. In contrast, Miraglia et al. (2000) did not ob-
serve any impact of treating other cell lines with gluco-
corticoids or tumor necrosis factor (TNF).

In this study, we evaluated the efficacy of phosphoro-
thioate ASOs designed by a protocol derived from the
method of Patzel et al. (1999). This is a theoretical proce-
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dure that combines predicted secondary structures of nu-
cleotide segments to select those assumed to favor nucle-
ation events in oligodeoxynucleotide (ODN)-RNA duplex
formation and improves the probability of designing effi-
cient ASOs for RNase H-mediated RNA degradation.

These ASOs were designed to knock down pyroglu-
tamyl aminopeptidase II (PPII; E.C. 3. 4. 19. 6), an ami-
nopeptidase of the M1 family of proteinases that hydro-
lyzes in vitro the pyroglu-his bond of pglu-his-proNH,
(thyrotropin-releasing hormone [TRH]), a neuropeptide
involved in intercellular communication in various tis-
sues (O’Leary and O’Connor, 1995). PPII is a type 1I
zinc metalloectopeptidase encoded by various long tran-
scripts. Among similar peptidases is aminopeptidase A
(APA), with a primary sequence identity of 32%
(Schauder et al., 1994; Charli et al., 1998; Heuer et al.,
1998).

In the adenohypophysis, PPII is localized on a small
subset of lactotrophs (Bauer et al., 1990; Cruz et al.,
2004), one of the target cells of TRH. Adenohypophyseal
PPII activity is directly upregulated by 3,3',5'-triiodo-L-
thyronine (T;) (Ponce et al., 1988; Bauer, 1988; Bauer et
al.,, 1990; Vargas et al., 2000) through regulation of
mRNA levels (Schomburg and Bauer, 1995). Induction
of PPII is required to test the effects of ASOs, as PPII ac-
tivity is barely detectable in primary cultures of adenohy-
pophyseal cells not supplemented with T; (Vargas et al.,
2000). The protocol of PPII induction may alter the effi-
cacy of ASOs because thyroid hormones have a profound
impact on cell physiology in virtually all mammalian tis-
sues (Yen, 2001) and may rapidly change the activity of
proteins involved in antisense effects. Therefore, the sys-
tem offers an opportunity to test the impact of cell regu-
lation by T; on ASO efficiency.

MATERIALS AND METHODS

Oligonucleotide design

Eight PPII ASOs were designed following the method
of Patzel et al. (1999), with minor modifications. Briefly,
the computer algorithm MFOLD version 2.3 (www.
bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna/forml.cgi)
was used to compute free-energy optimal and suboptimal
secondary structures in fragments (window = 1400 nu-
cleotides [nt]) along PPII mRNA (Schauder et al., 1994).
We selected the five lowest energy secondary structures
for each window and assigned a single-stranded (ss)
count (0-5) for each nucleotide according to the number
of times it was single-stranded in the set. The window
was shifted along the target sequence (from 5’ to 3') at a
step width of 250 nt until the whole cDNA sequence was
covered; mean ss values were calculated for each nucleo-
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tide. ASOs were designed over nucleotide segments with
a high (approximately 4.5) mean ss count on at least 10
consecutive nucleotides. The 3’ nt of each ASO was di-
rected at the first or second 5’ nt in the high mean ss
score region. Three scrambled PPII ODNs (SCOs) were
designed as controls. ODN sequences were compared
with the GeneBank database and analyzed with the Oligo
v.4.s program to eliminate potential nonspecific and self-
hybridizing sequences, respectively. ODNs were synthe-
sized and HPLC purified by Epoch Bioscience (San
Diego, CA). PPII ODNs were fully phosphorothioate
modified. A pair of TRH receptor-1 (TRH-R1) end-
capped phosphorothioate ODNs (3 phosphorothioate
bonds at the 5’ and 3’ ends) was also used. Sequences of
ODNss and targets are described in Table 1.

Cell culture and transfection

Female Wistar rats (70—100 days old, 260-300 g) kept
under controlled lighting conditions (light from 7:00 to
19:00 hours) and fed ad libitum were killed by decapita-
tion between 10:00 and 11:00 hours. We followed the
Society for Neuroscience (U.S.A.) Guidelines for the Use
of Animals in Neuroscience Research. Culture of adeno-
hypophyseal cells was performed essentially as previ-
ously described (Vargas et al., 1998). Except where indi-
cated, 1.1 X 10° viable cells were plated in 16-mm
diameter culture dishes (Corning Inc., Acton, MA) in 1
ml Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
(GIBCO-BRL, Rockville, MD) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) (GIBCO-BRL), vitamins
(GIBCO-BRL), 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml strepto-
mycin, 125 ng/ml Fungizone (Squibb, Princeton, NJ), 2
mM glutamine (Sigma, St Louis, MO), and 14 mM glu-
cose (DMEM-S). Alternative protocols for T; adminis-
tration (Fig. 1B) were initiated at seeding.

Rat C6 glioma cells were maintained in DMEM sup-
plemented with 19 mM glucose, 50 U/ml penicillin, 50
pg/ml streptomycin, 125 ng/ml Fungizone, and 10%
FBS. Twenty-four hours before transfection, 10° cells
were seeded in 16-mm diameter culture dishes in 1 ml
medium using protocol B or D for T; administration (Fig.
1B).

To identify a suitable transfectant, we used adenohy-
pophyseal cultures maintained with T, (107% M) from
seeding to cell collection; transfection was at 96 hours
(protocol A) (Fig. 1B). To determine transfection effi-
ciency, PPII ASO 1 labeled on the 5'-end with fluores-
cein isothyocyanate (1 uM final) (Epoch Bioscience)
was mixed with each transfectant according to the manu-
facturer’s recommendations. Cells were washed twice
with DMEM, and transfection mixture was added. At 4
hours, transfection mixture was removed, and 1 ml fresh
DMEM-S was added. The medium was removed 12
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TABLE 1. SEQUENCES OF ASQOs, SCOs, AND TARGETS USED IN THIS STUDY
Name Sequence (5' — 3') and chemistry® Target sequence® T,C
PPII ASO 1 GCGGCGTCG TCTTCTCCCAT 73-92 65°C
PPII ASO 2 TGAAAGTGGCCTTGTAGATT 921-940 56°C
PPII ASO 3 GCGTCGGGTCTTGCATATAA 1135-1154 60°C
PPII ASO 4 AACTGAATGGCCCATAAAAT 1691-1710 54°C
PPII ASO 5 AAGTTGAAGTGCTTTGGTTT 1952-1971 54°C
PPII ASO 6 TCCTTTGTCTAAGTATGTTA 2084-2103 53°C
PPII ASO 7 CTGGAAAAGCTCATCTTGAT 3104-3123 56°C
PPII ASO 8 GTACTAATAGACCTGTTGAG 4361-4380 56°C
PPII SCO 1 GGCACCCGTCTTTCGCTCGT None 65°C
PPII SCO 2 AGTCTACGATTGAATGGTGT None 56°C
PPII SCO 3 ATGGGTTCTACGGAGTCCTA None 60°C
TRH-R1 ASO GACG*G*T*T*T*C*A*T*T*C*T*CCAT 3305-3224 52°C
TRH-R1 SCO CATG*G*T*T*T*T*T*A*C*G*A*CCTC None 52°C

aMost 5'-3’ bonds are phosphorothioate except for * bonds, which are phosphodiester.
nt numbering according to Schauder et al. (1994) for PPII or to Zhao et al. (1992) for TRH-R1; also see Fig. 1A for

PPII ASO positions.
“Predicted melting temperature (with Oligo v.4s).
dSequence designed by Martinez et al. (2001).

hours after the end of transfection, cells were washed
with phosphate-buffered saline (PBS) and treated with
250 wl trypsin-EDTA (GIBCO-BRL) for 5 minutes at
37°C, and trypsin was inactivated by adding one volume
DMEM-S. Cells were collected by centrifugation and re-
suspended in PBS. An aliquot was diluted in trypan blue
and deposited in a Neubauer cell to record with a fluores-
cence microscope the extent of cell survival and intracel-
lular incorporation of the fluorescence-tagged ODN.
Three cationic lipids were tested at various DNA/lipid ra-
tios (around the value recommended by the manufactur-
ers). With each transfectant, the best result was: 2 ul Fu-
GENEG6 (Roche, Indianapolis, IN) per ug ODN, 62%
(n = 2) efficiency and 11% (n = 2) death; 1.7 ug CELL-
FECTIN (GIBCO-BRL) per ug ODN, 50% = 4%
(mean = SEM, n =4) transfection efficiency and
21% * 2% (n = 4) death; 0.4 ug Transfectam (Promega
Corporation, Madison, WI) per ug ODN, 44% (n = 2)
transfection and 29% (n = 2) death. In cells transfected
with FuGENES®, the fluorescent signal was over the nu-
cleus and the cytoplasm (not shown), and total RNA or
protein levels were similar to those measured in an un-
treated control (not shown).

Therefore, except where indicated, experiments were
performed using 6 or 12 ul FuGENE®6 for 16-mm or 35-
mm culture dishes, respectively. ASOs or SCOs were
mixed with FuGENEG6 previously diluted in 500 (or
1000) ul DMEM (plus supplements except serum and
antibiotics) and maintained for 30 minutes at ambient
temperature. Cells were washed twice with DMEM, and

transfection mixture was added. ODN transfectant com-
plex was maintained until the end of the experiment, as
the presence of the complex did not change ASO effi-
ciency. Therefore, at 4 hours, 500 (or 1000) ul fresh
DMEM-S (with 20% serum and 2X penicillin, strepto-
mycin, and Fungizone) was added. Controls (mock) were
transfected with FuGENESG in the absence of ODN. Cells
were washed with PBS 12, 24, 36, or 48 hours after the
end of transfection, collected, and frozen at —80°C.

PPII ODNSs were used at 1 uM because various exper-
iments in adenohypophyseal cells with PPII ASOs
showed that 3-fold or 6-fold higher concentrations did
not increase the effects on PPII mRNA levels (not
shown) and that inhibition of PPII mRNA levels de-
creased at lower concentrations. Figure 2 shows that in
protocol D, PPII ASO 2 had no effect at 0.1 uM or less.
A significant inhibition (25% or 29% compared with
mock or PPII SCO 2, respectively) was detected at 0.3
1M, and a robust inhibition (59% or 57% compared with
mock or PPII SCO 2, respectively) was detected at 1 uM.
TRH-R1 ODNs were used at 2 uM based on similar ob-
servations (data not shown).

Intracellular distribution of ODNs

Cells were transfected with PPII ASO 1 labeled on the
5’-end with fluorescein isothyocyanate, fixed with 4%
paraformaldehyde/4% sucrose in PBS for 20 minutes 12
hours after the end of transfection, washed twice in PBS,
and mounted with glycerol/PBS 1:1. Distribution of fluo-
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FIG.1. (A) Schematic representation of PPIIl mRNA primary structure, position of target sequences in PPIIl mRNA, and regions
used as probe. Open box, translated sequence; hatched box, transmembrane segment; vertical black bar, position of each PPIL
ASO; Zn™**, position of zinc ligands; horizontal black bar, segment amplified by RT-PCR; dotted line, Northern blot probe. (B)
Cell culture protocols used to test the impact of T, addition on ASO efficacy in adenohypophysis. For protocol A, T was 1078 M;
for protocols B, C, and D, T; was 107° M. (C) Time course of the effect of 107° M T, on PPII mRNA levels in primary cultures of
adenohypophyseal cells. In cells treated with T;, hormone was added at seeding and maintained until mRNA assay (protocol A).
Data are mean = SEM mRNA levels in % of maximal levels (taken as 100%) (n = 6). ***p < 0.001 compared with respective
control.
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FIG. 2. Dose-dependent effects of PPII ASO 2 and PPII SCO 2 on PPII and APA mRNA levels in primary cultures of adenohy-
pophyseal cells. Cells were either maintained with 10~ M T, from seeding to collection (protocol B) or maintained with 10~° M
T; until transfection (protocol D). mRNA levels were measured 48 hours after the end of transfection. (A) Data are mean = SEM
mRNA levels in % of mock-transfected cultures (n = 4). **p < 0.01; ***p < 0.001 compared with mock transfected; “p < 0.05;
**p < 0.01 compared with PPII SCO 2. (B) Data are mean = SEM mRNA levels in % of mock-transfected cultures (n = 4). (C)
Representative electrophoretic analysis of RT-PCR products from mock-transfected cells or cells treated with PPII ASO 2 or PPIL
SCO 2. For each treatment, two independent samples are shown. A similar dose-response curve was observed 24 hours after the
end of transfection, except that the intensity of PPII ASO 2 effect was reduced (not shown).

rescence was determined by confocal microscopy with a
Kr/Ar laser (BioRad MRC 600 microscope, Hercules, CA).

Rate of ODN uptake

PPII ASO 3 was 5'-end-labeled by incubating for 50
minutes at 37°C 10 pmol ODN and 20 uCi y*?P-ATP
(6000 Ci/mmol) with 20 U T4 polynucleotide kinase
(USB Corporation, Cleveland, OH) in 25 ul buffer (100
mM Tris-HCl, pH 7.6, 20 mM MgCl,, 20 mM S-mercap-

toethanol). Labeled ODN was purified with a QIAquick
kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufac-
turer’s instructions. To determine the rate of y*?P-PPII
ASO 3 uptake in adenohyphopyseal cells, they were
washed twice with DMEM, followed by the addition of
transfection mixture containing 0.22 wCi y*?P-PPII ASO
3 (1 uM). Plates were maintained either on ice or at 37°C
in a 5% CO, incubator. Reactions were stopped at times
ranging from 10 to 40 minutes by placing cells on ice, re-
moving the medium, and washing with ice-cold PBS and
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then twice with ice-cold 0.2 M glycine, pH 4.5. Cell lysis
was essentially as described (Prater and Miller, 2004).
Radioactivity was determined by liquid scintillation
counting. Each time point value was determined in dupli-
cate plates. Rates of uptake were calculated after sub-
tracting values at 4°C.

Enzyme activity and mRNA levels

Membrane PPII activity was determined with a fluoro-
genic substrate in a coupled assay and membrane protein
as described (Vargas et al., 1998). Total RNA was ex-
tracted as described previously (Chomczynsky and Sac-
chi, 1987) and quantified by UV photometry.

PPII, APA, and TRH-R1 mRNA levels were deter-
mined by semiquantitative RT-PCR using G3PDH as an
internal control as described previously for PPII, with
minor modifications. Briefly, 1 ug RNA was incubated
with 100 pmol oligo-dT,5 and 100 U M-MLV reverse
transcriptase (RT) (GIBCO-BRL) for 2 hours at 37°C.
c¢DNA (1/5 or 1/4) (for PPII and APA RNAs in adenohy-
pophyseal or C6 glioma cells, respectively) or 1/10 of
cDNA (for TRH-R1 and G3PDH RNAs) was submitted
to PCR amplification using either 15 pmol PPII, 2.5 pmol
G3PDH, 15 pmol APA primers, or 13 pmol TRH-R1
primers, and 2.5 U Taq DNA polymerase (Biotec-
nologias Universitarias, UNAM, DF, México). PPII
primers (sense: 5'-CTGGATCGCATACAAAAAG-3';
antisense, 5'-GGACACCCAAATAATTGCT-3") al-
lowed the amplification of a 418-nt fragment correspond-
ing to the 1644-2062 sequence of rat PPII cDNA
(Schauder et al., 1994) (Fig 1A). The size of amplified
fragments easily allows one to distinguish RNA amplifi-
cation from DNA amplification, as the primers are local-
ized in exons 6 and 10. APA primers (sense, 5'-GCC-
GATAGCAGGGGGTCATA-3’; antisense, 5'-GGTT-
GAACGGCTCCCTTGTG-3') led to the amplification of
a 556-nt fragment corresponding to the 798-1354 se-
quence of rat APA cDNA (Troyanovskaya et al., 2000).
TRH-R1 primers (sense, 5'-GAT CCG CCA CAG CCA
GAC TCA CCA G-3'; antisense, 5'-ACC CAG AGA
AGC AGG CAG CGT GAC A-3') led to the amplifica-
tion of a 350-nt fragment corresponding to the 132-482
sequence of rat TRH-R1 cDNA (Zhao et al., 1992). A
983-nt fragment corresponding to nt 35-1018 of rat
G3PDH cDNA (Tso et al., 1985) was amplified with
sense  (5'-TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC-
3’) and antisense (5'-CATGTAGGCCATGAGGTC-
CACCAC-3") primers as an internal standard. Samples
were incubated in a thermocycler (Mastercycler, Eppen-
dorf, Hamburg, Germany) for 23 (for G3PDH), 30 (for
TRH-R1, PPII, and APA in adenohypophyseal cells), or
38 cycles (for PPII in C6 glioma cells) of 69 seconds at
95°C, 1 minute at 55°C, and 1 minute at 72°C with a 10-
minute final extension at 72°C. One fifth of the PCR
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products were separated by electrophoresis on a 2%
agarose gel. Gels were stained with ethidium bromide,
and PCR products were quantified by densitometry in a
Fluor S Multilmager (BioRad Laboratories). Amplifica-
tion of cDNAs was linear between 20 and 25 cycles
(G3PDH), 25 and 35 cycles (PPII, TRH-R1, and APA in
adenohypophyseal cells), and 30-40 cycles (PPII in C6
glioma cells). The amount of PCR products was propor-
tional to the amount of input cDNA. PPII, TRH-R1, and
APA RT-PCR products were normalized per amount of
G3PDH product, as it was shown previously that G3PDH
mRNA levels are unaffected by short-term treatments
with thyroid hormones in vivo (Schomburg and Bauer,
1995). The protocol allows detection of quantitative
changes in PPII mRNA levels similar to those obtained
by Northern analysis (Vargas et al., 1998).

In a few experiments, a quantitative determination of
PPII mRNA levels was also performed by Northern blot-
ting essentially as described (Vargas et al., 1998) except
that probe (nt 4100-5047) labeling was by random prim-
ing. In this case, RNA was extracted from cells plated in
35-mm dishes. Three major RNA bands were detected,
as previously described (Schomburg and Bauer, 1995),
and data from the three bands were pooled.

Data analysis

Each experiment was performed in duplicate or tripli-
cate dishes and generally repeated at least once. In each
experiment, the mean value for mock-transfected (or
SCO-transfected where indicated) cells was taken as
100%. Experimental values were converted to percent of
control mean. Data are presented as mean = SEM (n =
number of independent determinations). Statistical sig-
nificance was assessed using the Student’s #-test. Differ-
ences were considered as significant at p < 0.05 and
mentioned in the text only in this case.

RESULTS

Identification of efficient PPII ASOs

We found 35 regions with high mean ss score and 10 nt
or more long over the 6000-nt length of PPII mRNA.
From these, we selected 8 targets that spanned the trans-
lated region and the 3’ UTR (Fig. 1A). ASOs were trans-
fected in protocol D (10~ M T, added at seeding but re-
tired at transfection) (Fig. 1B) because this gave the best
knockdown efficacy. Compared to mock-transfected
controls, PPII ASOs had no effect on total RNA and
G3PDH mRNA levels (per ug total RNA) at each time
point analyzed (data not shown). ASO effects were time
dependent. PPII ASOs 1, 2, and 3 inhibited PPII mRNA
levels by 42%, 37%, and 43% at 24 hours (time 0 is end
of transfection) and by 65%, 59%, and 60% at 48 hours,
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respectively. The other PPII ASOs were also effective, but
their potency was lower: 31% and 32% reductions for PPII
ASOs 4 and 5, respectively at 24 hours and 47%, 43%,
36%, 31%, 34% decreases at 48 hours for PPII ASOs 4, 5,
6, 7, and 8, respectively. APA mRNA levels were un-
changed or slightly increased by PPII ASOs 2, 3, 6, 7, and 8.
However, APA mRNA levels were reduced by PPII ASO 5
at 24 hours (13%) and by PPII ASOs 1, 4, and 5 at 48 hours
(14%, 15%, and 32%, respectively) (Figs. 2 and 3).

PPII ASOs 1, 2, and 3 were very potent. To determine
if their effect was sequence specific, we analyzed the im-
pact of PPII SCOs 1, 2, and 3 on mRNA levels. Com-
pared with mock-transfected controls, PPII SCOs 1, 2,
and 3 had no effect on total RNA or G3PDH mRNA lev-
els (per wug total RNA) at each time point analyzed; the
same was observed when comparing PPII ASO with its
respective SCO control. PPII SCOs 2 and 3 had no sig-
nificant effect on PPII or APA mRNA levels at 24 or 48
hours. Furthermore, PPII mRNA levels were lower when
cells were treated with PPII ASO 2 or 3 than with PPII
SCO 2 or 3, and APA mRNA levels were not different
between ASO and SCO treatments (at either 24 or 48
hours (Figs. 2 and 3). In contrast, PPII SCO 1 caused a
profound inhibition of PPII mRNA levels (67% * 5.6%
at 48 hours, n = 3, p < 0.01); values were not different
from those detected with PPII ASO 1. Therefore, PPII
ASOs 2 and 3 have target-specific and sequence-specific
effects. The nonsequence-specific effect of PPII ASO 1
may be due in part to its high GC content. Because the
properties of PPII ASOs 2 and 3 were very similar, we
selected arbitrarily PPII ASO 2 for further studies.

In protocol D, 24 or 48 hours after a mock transfection,
PPII mRNA levels were barely detectable by Northern
blot. Hence, it was not possible to confirm through a
quantitative method that mRNA levels were decreased
when cells were treated with PPII ASOs (data not
shown). To determine if the depletion of PPII mRNA
levels led to a decrease in PPII activity, cells cultured ac-
cording to protocol D were treated with PPII ASO2 or
SCO 2 for 24 or 48 hours before cell collection. Com-
pared with mock-treated cells, PPII ASO 2 and SCO 2
had no effect on membrane protein levels; furthermore,
levels were not statistically different between PPII ASO
2-treated and SCO 2-treated cells. Compared with mock-
treated cells, PPII SCO 2 did not change PPII specific ac-
tivity (data not shown). Compared with PPII SCO 2-
treated cells, PPII ASO 2 decreased PPII-specific activity
by 54% and 85% at 24 and 48 hours, respectively (Fig.
4). These data are consistent with the conclusion that
PPII mRNA levels were reduced by PPII ASO 2.

Protocol of T; treatment determines PPII ASO
efficacy in cultures of adenohypophyseal cells

T, increases PPII-specific activity, allowing its easy
detection in primary cultures of adenohypophyseal cells

CRUZ ET AL.

(Vargas et al., 2000; Bauer et al., 1990). We determined
whether PPII mRNA levels are increased by T; in primary
cultures of adenohypophyseal cells as described in vivo
(Schomburg and Bauer, 1995). In untreated cells, PPII
mRNA levels remained low up to 120 hours after seeding
(Fig. 1C). The addition of T} at seeding induced a dose-de-
pendent increase in PPII mRNA levels (not shown). The
addition of 107 M Tj at seeding enhanced PPII mRNA
levels at each time point analyzed. Values increased until a
plateau was reached at 72 hours, at which time PPII
mRNA levels were increased by 500% (Fig. 1C).
Therefore, induction by Tj is required to reproducibly
detect PPII mRNA under our standard RT-PCR condi-
tions and to determine antisense effects. Because the pro-
tocol of PPII induction may alter the efficacy of ASOs,
additional protocols of T; administration (Fig. 1B) were
selected to cover a range of PPII mRNA induction from
minimal to half-maximal and to compare the efficacy of
ASOs with or without T; present during transfection.
These protocols were selected instead of choosing proto-
cols in which the concentration of T; was the only vari-
able because they permitted testing of a wider range of
potential sources of variability. All PPII ASOs were
tested with protocol B and some with protocols A and C.
In protocol B, ASOs were transfected at 24 hours in
cultures maintained with 107° M T from seeding to col-
lection. Transfection efficiency was similar in protocols
B (70% = 2%, n = 4) and D (68% = 5%, n = 4) and
slightly better than in protocol A (see Materials and
Methods). The rate of ODN uptake was not different in
protocols B and D (27 vs. 28 fmol/min per 1.1 X 10°
cells for protocols B and D, respectively). Furthermore,
with fluorescence microscopy, we could not detect any
difference in the subcellular distribution of the fluores-
cent ODN between different protocols. A confocal analy-
sis of the intracellular distribution of a fluorescently la-
beled PPII ASO did not reveal any change between
protocols B and D. In each case, fluorescence was intense
in the nucleus and punctated in the cytoplasm (not
shown). Compared with mock-transfected controls, PPII
ASOs had no effect on total RNA and G3PDH mRNA
levels (per ug total RNA) at each time point analyzed
(data not shown). PPII ASOs 1, 2, and 3 diminished PPII
mRNA levels in a time-dependent manner: 38% and 23%
decreases at 24 hours (for PPII ASOs 1 and 2, respec-
tively) and 45%, 31%, and 27% at 48 hours, respectively.
PPII ASO 6 reduced (53%) PPII mRNA levels at 48
hours. Finally, PPII ASOs 4 and 7 had only a very small
(9% and 5%, respectively) but significant effect at 48
hours on PPII mRNA levels. We did not detect any sig-
nificant effect of PPII ASOs 5 and 8 on PPII mRNA lev-
els. APA mRNA levels were not affected or slightly in-
creased for most PPII ASOs (Figs. 2 and 5). Compared
with mock-transfected controls, PPII SCOs 1 and 2 had
no effect on total RNA or G3PDH mRNA levels (per ug
total RNA) at each time point analyzed; the same was ob-
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FIG. 3. Effect of PPII ASOs and SCOs on PPII and APA mRNA levels in primary cultures of adenohypophyseal cells main-
tained with 10~° M T} until transfection (protocol D). At 24 hours, cells were transfected with FuGENE6 and each ODN in serum-
free DMEM,; 4 hours later, serum-supplemented DMEM was added. (A) Twenty-four hours after transfection end. (B) Forty-eight
hours after transfection end. Data are mean = SEM mRNA levels in % of mock-transfected cultures (n = 4 except for PPII ASOs
and SCOs 2 and 3: n = 8). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 compared with mock-transfected control. *p < 0.05; **p <

0.01; ***p < 0.001 compared with PPII SCOs.

served when comparing PPII ASO with the respective
SCO control. As in protocol D, we detected an inhibitory
effect of PPII SCO 1 on PPII mRNA levels. PPII mRNA
values were not different in PPII ASO 1-treated and SCO
1-treated cells (data not shown). In contrast, PPII SCO 2
did not change PPII mRNA levels, and we detected a sig-
nificant difference between PPII ASO 2-treated and SCO
2-treated cells (Fig. 2).

These data demonstrate that, in general, PPII ASOs
were less efficient in protocol B than in protocol D.
These results were not due to a differential effect of pro-
tocols on the internal standard. Compared with protocol
B at each time point analyzed, in protocol D total RNA
was slightly increased (10%—15%) (data not shown), but
we did not find any difference in G3PDH mRNA levels
(per g total RNA). A significant difference in efficiency
between protocols could be found at 48 hours for most

PPII ASOs except for PPII ASOs 5 and 6. The magnitude
of difference in efficacy varied according to PPII ASO
(1.4-6.2-fold); rank order of potency was partially con-
served. In both protocols, PPII ASOs 2 and 3 were
among the most efficient, and PPII ASOs 7 and 8 were
the least efficient (Table 2). A head-to-head comparison
of the effects of various doses of PPII ASO 2 on PPII
mRNA levels with protocols B or D confirmed the differ-
ence in efficacy. Compared with PPII SCO 2-transfected
cells, reduction of PPII mRNA levels was similar
(25%-30%) using either 1 uM PPII ASO 2 in protocol B
or 0.3 uM PPII ASO 2 in protocol D (Fig. 2). At 24
hours, differences in efficacy between protocols were de-
tected only for PPII ASOs 3 and 4 (not shown).

To determine the relationship between ASO efficiency
and target mRNA levels, a semiquantitative analysis of
PPII mRNA levels in both protocols was made in control
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FIG. 4. Effect of PPII ASO 2 on PPII activity in primary cul-
tures of adenohypophyseal cells (4.5 X 10° cells seeded in 35-
mm dishes) and maintained with either 10~° M T, from seeding
to collection (protocol B) or 107° M T, until transfection (pro-
tocol D). At 24 hours, cells were transfected with FuGENE6
and each ODN in serum-free DMEM; 4 hours later, serum-sup-
plemented DMEM was added. Data are mean = SEM PPII ac-
tivity in % of SCO 2-transfected cultures (n = 4). *p < 0.05;
+*+p < 0.001 compared with PPII SCO 2; #p < 0.01 com-
pared with protocol B.

plates 24 hours after a mock transfection. PPII mRNA
levels were slightly higher in protocol B (PPII/G3PDH
ratio: 2 = 0.1, n = 4) than in protocol D (PPII/G3PDH
ratio: 1.4 = 0.1, n = 4; p < 0.05). This difference was
consistent with the tendency observed by Northern blot-
ting. In this case, it was possible to confirm by Northern
blotting that a reduction in PPII mRNA levels occurred in
cells treated with PPII ASO 2, whereas PPII SCO 2 did
not produce significant effects (data not shown).
Because of the lack of sensitivity of the Northern anal-
ysis, it was not possible to confirm with a quantitative
method that reductions in PPII mRNAs were higher in
protocol D than in B. Therefore, we compared the impact
of both protocols on the knockdown of PPII activity. As
in protocol D, comparing to mock-treated cells, PPII
ASO 2 and SCO 2 had no effect on membrane protein
levels in protocol B; the same occurred if ASO 2 treat-
ment was compared with SCO 2 treatment (not shown).
In protocol B, PPII specific activity was higher than in
protocol D (at 24 hours posttransfection: B, 11 = 0.6; D,
4.2+ 0.7; at 48 hours: B, 15 = 1; D, 6.3 = 0.8 pmol B3-
naphthylamide/min/mg membrane protein; n = 4, p <
0.001 and p < 0.01 at 24 hours and 48 hours, respec-
tively), consistent with the results obtained with PPII
RNA levels. At 48 hours posttransfection, comparing
with PPII SCO 2-transfected cells, we observed a more
efficient downregulation of PPII specific activity by PPII
ASO 2 with protocol D (85%) than with protocol B
(34%) (Fig. 4). This was consistent with the effect ob-
served at the mRNA level with semiquantitative RT-
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PCR, except that the PPII ASO 2 effect was more intense
at the protein level, possibly because of an additional ef-
fect on mRNA transport or translation. A small increase
(10%—-20%; data not shown) in membrane protein in pro-
tocol D at each time point contributed minimally to this
enhancement.

A few experiments were also performed with protocol
A (cultures maintained with 1078 M T, from seeding to
cell collection; transfection was at 96 hours) or C (cells
were seeded without T, and 107° M hormone was added
at the moment of transfection and maintained until cell
collection). The results obtained with these protocols
were similar to those obtained with protocol B (not
shown).

Protocol of T; treatment determines ASO efficacy
for another target and in another cell type

Because a significant difference in efficiency of PPII
ASOs was found generally between protocols D and B,
additional experiments were performed to determine if
this effect is target or cell specific.

We tested the impact of protocols B and D on TRH-R1
mRNA knockdown, a target that is negatively regulated
by thyroid hormones (Gershengorn and Osman, 1996). In
spite of the reported regulation, at 12 hours past a mock
transfection, TRH-R1 mRNA levels were not different in
protocols B and D (not shown) probably because TRH-
R1 mRNA levels are less stringently regulated by T, than
PPII mRNA levels (Schomburg and Bauer, 1995). Pre-
liminary studies indicated that in a protocol in which
cells were cultivated without T;, TRH-R1 ASO produced
an efficient and time-dependent decrease in TRH-RI1
mRNA levels, with a maximum inhibition at 12 hours
and a reversal to control values at 24 hours (Aguilar
Valles, 2002). Protocol impact on TRH-R1 mRNA
knockdown was thus tested at 12 hours after the end of
transfection. In both protocols B and D, compared with
mock-transfected controls, TRH-R1 ASO and SCO had
no effect on total RNA or G3PDH mRNA levels (per ug
total RNA) at each time point analyzed (not shown).
TRH-R1 ASO had no significant effect on TRH-R1
mRNA levels in protocol B and a small effect in protocol
D. In this protocol, TRH-R1 mRNA levels in TRH-R1
ASO-treated cells were different from those obtained
from TRH-R1 SCO 1-treated cells in which the ODN had
no effect; none of the TRH-R1 ODNs had an effect on
APA or PPII mRNA levels (Table 3).

Next, we determined the impact of the two protocols
on the efficacy of PPII ASO 2 in a cell line with lower
levels of PPII mRNA. C6 glioma cells are immortalized
glial cells that have been used as a model system to study
astrocyte proliferation. PPII activity is undetectable in C6
glioma cells (Wilk et al., 1989). APA mRNA was un-
dectable, and PPII mRNA levels were apparently much
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FIG.5. Effect of PPII ASOs on PPIl and APA mRNA levels in primary cultures of adenohypophyseal cells maintained with 10~°
M T; from seeding to collection (protocol B). At 24 hours, cells were transfected with FuGENE6 and each ASO in serum-free
DMEM; 4 hours later, serum-supplemented DMEM was added. (A) Twenty-four hours after transfection end. (B) Forty-eight
hours after transfection end. Data are mean = SEM mRNA levels in % of mock-transfected cultures (n = 4). *p < 0.05; **p <

0.01; ***p < 0.001 compared with mock-transfected controls.

lower than in adenohypophysis, as we had to increase the
number of PCR cycles to detect it (data not shown). Thy-
roid hormones have multiple effects in this cell type, in-
cluding increased cell proliferation (Trentin et al., 2001).
A previous study has shown that compared with other
transfectants, transfection with FuGENE6 does not pro-
duce the highest transfection levels in C6 glioma cells
(Wiesenhofer et al., 2000). However, to maintain the
number of variables at a minimum, we decided to trans-
fect these cells with FuGENEG6. Total RNA levels and,
contrary to what occurred in adenohypophyseal cells,
PPII mRNA levels were not different between protocols
B and D. The PPII ASO 2 effect was compared with that
of PPII SCO 2. Total RNA and G3PDH mRNA levels
were similar in cells treated with PPII ASO 2 and SCO 2
(data not shown). We found that PPII ASO 2 efficacy
was again improved with protocol D. In protocol B, PPII
ASO 2 decreased PPII mRNA levels by 36% at 24 hours

and by 46% at 36 hours; in protocol D, the decrease was
49% at 24 hours and 63% at 36 hours (Fig. 6).

DISCUSSION

With a procedure derived from the method of Patzel et
al. (1999), we identified a pair of ASOs that knocked
down efficiently and, specifically, PPII mRNA levels.
This stemmed from the demonstration that PPII ASO ef-
fects were dose and time dependent and target specific
and, in protocol D, sequence specific and approaching
the theoretical maximum allowed by transfection effi-
ciency.

A major inference was that variation in the protocol of
T, administration had a substantial impact on ASO effi-
cacy and that this effect was independent of (1) the spe-
cific target mRNA, (2) whether the target mRNA was
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TABLE 2. EFrFECT OF PROTOCOL ON PPII ASO IMPACT ON PPII MRNA
LEVELS IN PRIMARY CULTURES OF ADENOHYPOPHYSEAL CELLS*
PPII mRNA levels (% of mock)P
Fold change in
PPII ASO Protocol B Protocol D ASO efficacy® Significance®
1 555 35+ 4 1.4 p < 0.05
2 69 £ 6 42 = 5 1.9 p < 0.01
3 73 £ 1 40 + 4 2.2 p < 0.01
4 91 = 2 53 £ 2 5.2 p < 0.001
5 72 + 11 58 £ 4 1.5 ns
6 47 = 8 64 =3 0.7 ns
7 95 £ 1 69 £3 6.2 p < 0.01
8 91 = 3 66 £ 3 3.7 p < 0.001

“Effect of PPII ASOs on PPII mRNA levels in primary cultures of adenohypophyseal cells maintained with 107° M
T, from seeding to collection (protocol B) or until transfection (protocol D). At 24 hours, 1.1 X 10° cells were trans-
fected with FuGENEG6 and each ODN in serum-free DMEM,; 4 hours later, serum-supplemented DMEM was added.

"Data (48 hours after transfection end) are mean + SEM PPII RNA levels in % of mock-transfected cultures taken
as 100% (n = 4 except for PPII ASOs 2 and 3 in protocol D: n = 8).

‘Ratio of mean inhibitory effects on PPII RNA effects.

dAnalysis of differences between protocols; ns, nonsignificant.

regulated positively or negatively by T;, (3) the cell type,
(4) the sequence of the ODN, and (5) a reduction in the
number of phosphorothioate linkages. There was no evi-
dence that decreasing specificity accompanied increases
in efficacy, as with the best protocol (protocol D), the ef-
fects of PPII ASOs 2 and 3 were target and sequence spe-
cific. It is still possible, however, that impact of protocol
is related to the presence of a few phosphorothioate link-
ages or to the specific delivery method used (liposomal
delivery with FuGENEG).

Although conclusions were based mainly on a semi-
quantitative RT-PCR analysis of mRNA levels, addi-
tional data confirmed that the variations in mRNA levels
approximated real quantitative differences: (1) there was
no difference in G3PDH mRNA levels between proto-
cols or with ODN treatments, discarding the possibility
that effects on the internal control contributed to the re-
sults; (2) whenever possible, we found that effects of T,
and of PPII ASO in protocol B, were confirmed by
Northern blotting, and (3) effects of PPII ASO 2 and
variations in protocol on PPII mRNA levels were similar
to those detected at the peptidase activity level.

A significant concern when using oligonucleotides is
the possibility of nonspecific effects. Nonspecific effects
may be due to antisense activity toward nontarget RNA,
producing an irrelevant cleavage (Lebedeva and Stein,
2001). Our data did not allow us to exclude this, as only a
few nontarget RNAs were tested. It should be noted,
however, that RNA levels for APA, a structurally related
peptidase, were unaffected by PPII ASOs. Various ef-
fects not related to RNA hybridization have also been at-

tributed to oligonucleotides, in particular to the phos-
phorothioate class, including nonspecific effects through
protein binding (Lebedeva and Stein, 2001). This seems
unlikely, as our data suggested that the effects were
mainly due to RNA hybridization; in particular, they
were sequence specific and detected at the RNA level.
Another potential problem relates to the presence, in
some of the oligonucleotides used of CpG dinucleotides
that might activate immune system cells (Krieg, 2002).
Only some of these CpG dinucleotides might correspond
to CpG motifs, as many were not in a consensus context.
Even multiple CpG dinucleotides or a consensus context
do not necessarily lead to an immunostimulator (Wu et
al., 2004).

The only study, to our knowledge, indirectly relating
CpG DNA to adenohypophyseal function shows that
CpG DNA injection in vivo does not alter serum corticos-
terone levels (up to 4 hours), suggesting that the function
of one of the adenohypophyseal cell types (corticotropin
secretion) is unaltered (Myers et al., 2001). Some im-
mune system cells contaminated the cell culture, but they
constituted a minor cell type (data not shown). Further-
more, we did not find a correlation between the presence
of CpG dinucleotides and ODN efficacy; for example,
PPII SCOs 2 and 3 each contained a CpG dinucleotide
but, compared with the transfection control, did not show
any significant effect on the parameters tested. Although
PPII ASO 3 contained 2 CpG dinucleotides and PPII
ASO 2 did not, both were similarly active compared with
the transfection control, PPII RNA knockdown was more
efficient in protocol D than in B, irrespective of the CpG
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TABLE 3. ErFrecT OF PROTOCOL ON TRH-R1 ODN ImpACT ON TRH-R1, PPII, AND
APA MRNA LEVELS IN PRIMARY CULTURES OF ADENOHYPOPHYSEAL CELLS?®

mRNA levels (% of mock)

Protocol B Protocol D
TRHRI PPII APA TRHRI PPII APA
Mock 100 = 5.6 100 * 5.1 100 = 5.1 100 = 59 100 *= 0.5 100 = 0.5
TRHR1 ASO 92 = 44 107 = 11.2 113 = 11 75 *+ 3.9%* 102 £ 3.3 99 = 3.3
TRHR1 SCO 99 + 7.6 110 = 5.1 108 = 5.1 118 = 6.8 105 + 4.8 113 = 4.8

Cells were maintained with 107° M Tj either from seeding to collection (protocol B) or from seeding until trans-
fection (protocol D). At 24 hours, cells were transfected with FuGENE6 and each ODN in serum-free DMEM; 4
hours later, serum-supplemented DMEM was added. Data (12 hours after the end of transfection) are mean = SEM

mRNA levels in % of mock transfected cultures (n = 6).

*p < 0.05 compared with mock-transfected control; *p < 0.05 compared with TRH-R1 SCO.

content of ASO sequences. Therefore, it is unlikely that
immunostimulatory properties of the oligonucleotides
used accounted for the data presented.

The only difference between the protocol that proved
most effective (D) and protocol B was the absence or
presence of T; during transfection and thereafter. In the
other less effective protocols (A and C), T; was also pres-
ent during transfection and further incubation. Therefore,
maintaining physiologic concentrations of T; during
transfection and thereafter significantly reduced efficacy.

The underlying cause for the change in efficacy is puz-
zling. A change in transfection efficiency is the mecha-
nism for 17B-estradiol (10~® M) enhancement of ASO ac-
tion in MCF7-K2 cells (Taylor et al., 2001). In our study,
transfection efficiency, oligonucleotide uptake rate, and
subcellular distribution of a fluorescent ODN were
changed minimally by variations in the protocol of T; ad-
ministration, but we could not discard differences in effec-
tive ODN concentration at the RNA target site. For exam-
ple, phosphorothioate ODNs bind tightly to cell proteins,
lowering their ability to reach the mRNA targets (Brukner
and Tremblay, 2000), and T; may regulate the expression
of proteins with a high affinity for phosphorothioate
ODNs. However, as the same response to protocol change
was observed with an ASO (TRH-R1) in which the num-
ber of phosphorothioate bonds was strongly reduced, di-
minishing its binding to cellular proteins (Brukner and
Tremblay, 2000), this interpretation was not likely.

A change in target cell type according to protocol does
not appear probable, as PPII mRNA is expressed mainly
in a small subset of lactotrophs (Cruz et al., 2004). Thy-
roid hormones are important for lactotroph proliferation
in vivo (Stahl et al., 1999), but it is improbable that a
change in cell proliferation had a significant impact on
our data because total RNA or membrane protein levels
were marginally distinct between protocols B and D.

A difference in efficacy could be found for various

PPII ASOs between protocols D and B. For PPII ASOs 2
and 3, there was a difference of 2-fold; PPII ASOs 7 and
8 had a very poor efficacy with protocol B but gave a sig-
nificant antisense effect with protocol D. However, the
rank order of potency was partially maintained. Thus,
variation of efficacy according to protocol did not appear
to be a sequence-specific phenomenon, and it was un-
likely that a change in affinity between ODN and target
explained the improved knockdown.

In adenohypophyseal cells, there was a negative corre-
lation between PPII mRNA levels and PPII ASO effi-
cacy. This negative correlation was not found for TRH-
R1 mRNA knockdown, which is negatively regulated by

C6 glioma cells

protocol B protocol D

3 048 h
&3 601
< €
Z 5 40
EB 20_
QR
oA —
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FIG. 6. Effect of PPII ASO 2 on PPII mRNA levels in rat C6
glioma cells either maintained with 107° M T, from seeding
(time 0) to collection (protocol B) or maintained with 107° M
T; until transfection (protocol D). At 24 hours, cells were trans-
fected with FuGENEG6 (only 4.5 ul to minimize cell loss) and
PPII SCO 2 or ASO 2 in serum-free DMEM; 4 hours later,
serum-supplemented DMEM was added. Data are mean =
SEM mRNA levels in % of PPII SCO 2-transfected cultures
(n =4). *p < 0.05 compared with SCO 2 transfected.
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thyroid hormones (Gershengorn and Osman, 1996), or
for PPII mRNA levels in C6 glioma cells. Furthermore,
distinct protocols produced either small (PPII) or unde-
tectable (TRH-R1) changes in target mRNA levels. Cells
(C6 glioma) expressing much lower levels of PPII
mRNA than in adenohypophysis were also susceptible to
protocol impact on ASO efficacy. Therefore, the differ-
ences between protocols were not related to modifying
target mRINA steady-state levels. This is consistent with
data from Miraglia et al. (2000), who show no effect of
changing transcription rate or mRNA levels on ASO effi-
cacy, probably because most target RNAs have a low
copy number per cell (as for PPIIl mRNA in adenohy-
pophysis, which levels were low according to Northern
blot results) and that, despite mRNA induction, ASOs are
in large excess of target RNAs.

Because we did not detect a cell-specific, target-spe-
cific, or sequence-specific response, it was possible we
uncovered a thyroid hormone specific effect involving a
common mechanism in ASO action. As we used phos-
phorothioate ODNs and produced clear-cut effects on
target mRNA levels, an RNase H-dependent mechanism
was probably the major mechanism of action of the PPII
ASOs. Two mammalian RNases H are cloned, RNase H1
and RNase H2, differing in their cofactor requirements
(Wu et al., 1998; Cerritelli and Crouch, 1998; Frank et
al., 1998). RNase H activity may be a limiting factor in
ASO action. To our knowledge, there is no evidence that
RNase H activity is regulated by thyroid hormones; it is,
however, interesting to consider that T; can induce ox-
idative levels (Smith et al., 2000), promoting the conver-
sion of cysteinyl residues to disulfides (Stadtman, 1990),
and that the activity of human RNase H1 is regulated by
a redox switch formed between adjacent cysteines, the
enzyme being unable to cleave its substrate if oxidized
(Lima et al., 2003). It is possible that RNase HI has a mi-
nor role in antisense activity (Ten Asbroek et al., 2002),
although there is little agreement in correlating RNase H
with antisense activity (Mishra et al., 2001; Ten Asbroek
et al., 2002). Alternatively, RNase H intracellular distri-
bution may be important for ASO action (Ten Asbroek et
al., 2002) and subject to regulation.

In conclusion, the selected PPII ASOs constitute im-
portant tools for studying the role of PPII in peptide in-
formation transfer. Furthermore, we demonstrated that
the regimen of T; treatment changed the efficacy of ASO
sequences independently of its impact on target mRNA
steady-state levels. Manipulating thyroid hormone levels
may help to improve ASO efficacy.
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Ecto-peptidases modulate the action of peptides in the extracellular space. The relationship
between peptide receptor and ecto-peptidase localization, and the physiological role of
peptidases is poorly understood. Current evidence suggests that pyroglutamyl peptidase II
(PPII) inactivates neuronally released thyrotropin-releasing hormone (TRH). The impact of
PPII localization in the anterior pituitary on the endocrine activities of TRH is unknown. We
have studied whether PPII influences TRH signaling in anterior pituitary cells in primary
culture. In situ hybridization (ISH) experiments showed that PPIl mRNA was expressed only
in 5-6% of cells. ISH for PPIl mRNA combined with immunocytochemistry for prolactin, B-
thyrotropin, or growth hormone, showed that 66% of PPII mRNA expressing cells are
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Growth hormone lactotrophs, 34% somatotrophs while none are thyrotrophs. PPII activity was reduced using
TRH a specific phosphorothioate antisense oligodeoxynucleotide or inhibitors. Compared with
Anterior pituitary mock or scrambled oligodeoxynucleotide-treated controls, knock-down of PPII expression
Prolactin
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by antisense targeting increased TRH-induced release of prolactin, but not of thyrotropin.
Similar data were obtained with either a transition-state or a tight binding inhibitor. These
results demonstrate that PPII expression in lactotrophs coincides with its ability to control
prolactin release. It may play a specialized role in TRH signaling in the anterior pituitary.
Anterior pituitary ecto-peptidases may fulfill unique functions associated with their
restricted cell-specific expression.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction [26]. The anterior pituitary has a complex cyto-architecture

with no clear-cut anatomical boundaries between endocrine

Ecto-peptidases modify or limit the effects of peptides in the
extracellular space. The physiological influence of some of
these peptidases has been clearly demonstrated through the
use of enzyme inhibitors or knock-out mice [41]. Peptide
sensitivity to hydrolysis by an ecto-peptidase in vitro is not
always coupled to in vivo susceptibility, since peptidases and
their in vitro substrates do not co-localize consistently in vivo
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cells of distinct phenotypes. However, cells are not uniformly
distributed but mixed in distributions peculiar to each cell
type, with some partially segregated from each other as
multiple clusters, each consisting almost exclusively of the
same phenotype [27,31,34]. Information regarding the role of
ecto-peptidases in anterior pituitary is very limited, or difficult
to interpret, in spite of the critical role of various peptides
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[11,40]. Many ecto-peptidases are present in the gland with a
limited distribution [11]. For example, within any one cluster
of secretory cells in the pig anterior pituitary, only some cells
are positive for neutral endopeptidase-24.11 while other
clusters are wholly devoid of this enzyme [30]. The relevance
of these peculiar distributions is unknown.

In mammals, thyrotropin-releasing hormone (TRH, pGlu-
His-Pro-NH,), secreted from parvocellular neurons of the
paraventricular nucleus of the hypothalamus, is transported
within the hypothalamic-hypophyseal portal system and acts
in the anterior pituitary through a specific receptor, TRH-R1.
TRH modulates the pituitary-thyroid axis [58], regulates
prolactin (PRL) release during lactation [59] and, under specific
conditions, growth hormone (GH) secretion [22].

Various lines of evidence suggest that TRH is hydrolyzed in
vivo at the pyroglutamyl-histidyl bond, by the ectoenzyme
pyroglutamyl peptidase II (PPII, EC 3.4.19.6). PPII is a cell
surface peptidase located on neuronal and anterior pituitary
cells where it seems strategically localized to play a
significant role in the extracellular inactivation of TRH
[5,10]. PPII is a type II integral membrane protein containing
a large extracellular region with a consensus sequence
characteristic of the M1 family of gluzincins. The aminoacid
sequence of the rat PPIL has significant homology with human
aminopeptidase N (APN; EC 3.4.11.2; 34%) and mouse
aminopeptidase A (APA; EC 3.4.11.7; 32%) [43]. In contrast to
the majority of ecto-peptidases, PPII is a narrow specificity
peptidase hydrolyzing substrates with the general structure
pGlu-X-Y, X being a moderately bulky and uncharged residue
and Y, either Pro, Ala, Trp, Pro-Gly, ProNH,, Pro-B-naphtyla-
mine, or Pro-7-amino-4-methyl coumarin [3,25,33,57]. Some
structural determinants of this restricted specificity have
been identified [14].

Once hypophysiotropic TRH is released, it may be hydro-
lyzed by PPII in the perivascular space of the median
eminence, or by thyroliberinase, an isoform of PPII originating
in the liver [44], in the portal vessels or by PPII in the anterior
pituitary. In the anterior pituitary, the activity of PPII is lower
than in the brain [53]. The separation of anterior pituitary cells
by sedimentation at unit gravity shows that PPII activity is
expressed in lactotrophs, and not in another cell type [5].
Anterior pituitary PPII activity is tightly regulated by estrogens
and thyroid hormones [1,2,28,37], as well as by hypothalamic/
paracrine factors [50,52,54]. It might control TRH-stimulated
hormone release [12]. However, this hypothesis has not been
tested experimentally.

To understand the specific role of PPII in the anterior
pituitary, we performed an in vitro study as we cannot yet
manipulate specifically anterior pituitary PPII without affect-
ing median eminence PPII or portal vessel thyroliberinase in
vivo. We used primary cultures of dispersed anterior pituitary
cells, instead of tissue slices or aggregate cell cultures, due to
the uncertain efficiency of the knock-down technique in these
settings. We analyzed the cellular distribution of PPIl mRNA
and used PPII antisense oligodeoxynucleotides (ASO), or PPII
inhibitors, to study the effect of selective reduction of the
expression or activity of the enzyme on thyrotropin (TSH) or
PRL release in response to TRH. We demonstrate that PPII
mRNA is not expressed in most of anterior pituitary TRH target
cells and that PPII controls TRH-induced PRL release.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Random cycle female Wistar rats weighing 250-300 g were
housed on a 12 h light-12 h dark schedule with free access to
food and water. Rats were killed by decapitation between 10:00
and 11:00 AM. The guidelines for the use of animals in
neuroscience research of the Society for Neuroscience (USA)
were followed. Procedures were approved by the Bioethics
Committee of our Institute.

2.2. Cell culture

Cultures of anterior pituitary cells were performed as
previously described [50], with minor modifications. For in
situ hybridization (ISH) and immunocytochemistry (ICC), we
plated 5 x 10° viable cells in 21 mm x 20 mm poly-i-lysine
treated slides (Lab-Tek; Nalgene Nunc International, Roche-
ster, NY, USA); for PPII knock-down or PPII inhibition, we
plated 1.1 x 10° viable cells in 16-mm diameter culture dishes
(Corning Inc., Corning, NY, USA). Cells were cultivated in 1 mL
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM,; Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; Invitrogen Corp.), vitamins, antibiotics and an antimy-
cotic (50 U/mL penicillin, 50 pg/mL streptomycin, 125 ng/mL
fungizone), 2 mM glutamine, and 14 mM glucose (DMEM-S).
For ISH, ICC, and treatments with PPII inhibitors, DMEM-S was
supplemented with 10 nM 3,3,5,-triiodo-L-thyronine (T3) and
medium changed every 48 h; cells were analyzed at DIV 5, a
time point at which near maximal PPII activity and RNA levels
are detected [17,51]. For PPII knock-down, DMEM-S was
supplemented with 1 nM T3 during the initial 24 h; T; was
then removed and cells were treated with oligodeoxynucleo-
tides (ODN) (see below), since optimum knock-down was
obtained in these conditions [17]. Culture was maintained at
37 °C in a water-saturated atmosphere of 95% O, and 5% of
CO,.

2.3. PPII knock-down

PPII was knocked-down as previously described [17]. Briefly,
after 24 h in culture, cells were washed twice with DMEM,
and 500 pL of the transfection mixture was added. The
transfection mixture contained 1pM (a dose giving the
maximal effect [17]) phosporothioate modified PPII-anti-
sense oligodeoxynucleotide 2 (PPII-ASO2) or PPII-scrambled
oligodeoxynucleotide 2 (PPII-SCO2) (Epoch Biosciences, San
Diego, CA, USA) mixed with 6 nL. FuGENE6 (Roche Diagnos-
tics Corp., Indianapolis, IN, USA) in DMEM (plus supple-
ments except serum and antibiotics). Four hours later,
500 pL of fresh DMEM-S (with 20% FBS and 2x penicillin,
streptomycin, and fungizone) were added. Efficiency of
transfection was 62% [17]. Mock controls were treated
with FuGENE6. For RT-PCR analysis, cells were washed
twice with PBS, collected 24 and 48 h after the end of
transfection, and frozen at —80°C. TRH treatment (0.3-
10 nM) began 48 h after end of transfection. Culture medium
was collected to measure TSH and PRL release by radio-
immunoassay (RIA).
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2.4. Purification of Hermodice carunculata peptidase
inhibitor (HcPI)

HcPI was purified to homogeneity by high performance liquid
chromatography as previously described [35]. The structure of
HcPI is still unknown.

2.5.  Synthesis of phosphinic-TRH

The detailed experimental procedure for the synthesis of the
phosphinic inhibitor of PPII [3-(2-carbamoyl-pyrrolidin-1-yl)-
2-(1H-imidazol-4-ylmethyl)-3-oxo-propyl]-(5-oxo-pyrrolidin-
2-yl)-phosphinic acid (phosphinic-TRH) will be published
elsewhere.

2.6. Treatment of cell cultures with PPII inhibitors

After 120 h in culture, cells were washed twice with DMEM,
and 500 pL of fresh DMEM containing either the inhibitor, TRH,
or both substances were added. Culture medium was collected
to measure TSH and PRL release by RIA.

2.7.  PPII, APN and APA activity assays

PPII, APN and APA activities were determined essentially as
described [19,51,55]. PPIl activity was determined with 400 pM
TRH-BNA as substrate, in a coupled assay with an excess of
dipeptidyl aminopeptidase IV (EC 3.4.14.5); assay buffer
(50 mM NaPO,4 pH 7.5) included inhibitors of soluble enzymes
able to degrade TRH in vitro: 0.2 mM N-ethyl maleimide, for
pyroglutamyl peptidase I (PPI, EC 3.4.19.3) and 0.2 mM
bacitracin, for prolyl endopeptidase (EC 3.4.21.26). APN and
APA activities were assayed with 400 pM Ala-BNA or 400 pM
Glu-BNA in 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, respectively. All
enzymatic assays were performed under initial velocity
conditions, in duplicate or triplicate, and carried out at
37 °C. Released BNA was determined in a fluorometer
(excitation 335 nm; emission 410 nm). Activities were nor-
malized by total protein.

2.8. TSH and PRL RIA

Aliquots of cell culture medium were analyzed in duplicate by
RIA using reagents provided by A.F. Parlow and the National
Hormone and Pituitary Program (NIDDK, USA). Rat PRL (AFP-
10505B) and rat TSH (AFP-11542B) were used for iodination,
rabbit anti-rat PRL (AFP-131581570) and rabbit anti-rat TSH
(AFP-329691R) as primary antisera and rat PRL (AFP-4459B) and
rat TSH (AFP-5512B) as reference preparations.

2.9. Quantification of mRNAs by semi-quantitative
RT-PCR

Total RNA was extracted as described previously [16] and
quantified by UV photometry. Specific mRNA levels were
determined by semi-quantitative RT-PCR using glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (GsPDH) as an internal
control. One microgram RNA was incubated with 100 pmol
oligo-dT 15 and 100 U M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen
Corp.) for 2h at 37 °C.

PPII, APA, and TRH-R1 mRNA levels were determined as
described previously [17]. PRL and B-TSH mRNA levels were
evaluated as follows. Briefly, 1/10 of the cDNA was amplified
by PCR using either 2.5 pmol G3PDH or 15 pmol PRL and 3-TSH
primers, and 2.5U Taq DNA polymerase (Biogenica, DF,
Mexico). PRL primers (sense, 5-TCTGTTCTGGTGGCGACTGC-
3'; antisense, 5-CAGGGATGGGAGTTGTGACC-3') led to the
amplification of a 455-nt fragment corresponding to the 278-
732 sequence of rat PRL cDNA [45]. 3-TSH primers (sense, 5'-
TTCCGTGCTTTTCGCTCTTG-3’; antisense, 5-TTGGTTTTGA-
CAGCCTCGTG-3') led to the amplification of a 348-nt fragment
corresponding to the 48-395 sequence of rat 3-TSH cDNA [15].
A 983-nt fragment corresponding to nt 35-1018 of rat GsPDH
cDNA [49] was amplified with sense (5-TGAAGGTCGGTGT-
CAACGGATTTGGC-3') and antisense (5-CATGTAGGCCAT-
GAGGTCCACCAC-3) primers as an internal standard.
Samples were incubated in a thermocycler (Mastercycler,
Eppendorf AG, Hamburg, Germany) for 23 (GsPDH), 30 (TRH-R1,
PPII, and APA), 25 (38-TSH) and 13 (PRL) cycles of 69 s at 95 °C,
1 min at55 °C, and 1 min at 72 °C with a 10-min final extension
at 72 °C. PCR products were separated by electrophoresis on a
2% agarose gel. Gels were stained with ethidium bromide, and
PCR products were quantified by densitometry with a Fluor S
Multilmager (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). Ampli-
fication of cDNAs was linear between 20 and 25 cycles (GsPDH),
25 and 35 cycles (PPII, APA and TRH-RI), 10 and 16 cycles (PRL),
20 and 30 cycles (B-TSH). RT-PCR products were normalized
per amount of G3PDH product. We have previously shown that
in the conditions used for PPIl amplification, RT-PCR data gave
results consistent with Northern blot analysis [50].

2.10. ICC for PRL, B-TSH and GH

Pituitary cells were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for
10 min. After washing, cells were permeabilized with 0.3%
Triton X-100in PBS for 3 min. Non-specific protein binding was
blocked by incubating cells 1 h at room temperature with 1%
blocking reagent (Roche Diagnostics Corp.) containing 0.01%
Triton X-100 in PBS. Cells were incubated for 12 h at 4 °C with
the primary antibodies diluted in blocking solution (rabbit
anti-rat-PRL [AFP-425_10_91] diluted 1:6000, rabbit anti-rat-p-
TSH [AFP-1274789] and guinea pig anti-rat-GH diluted 1:1000;
antibodies were provided by A. F. Parlow and the NIDDK). After
washing with PBS, cells were incubated for 2h with the
appropriate biotinylated secondary antibodies (goat anti-
rabbit IgG for PRL and B-TSH [Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA] and goat anti-guinea pig IgG for GH [Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA]) diluted 1:200 in blocking
solution. Cells were then washed with PBS, incubated at room
temperature for 1 h with an avidin-biotin—peroxidase complex
(Vectastain ABC elite kit; Vector Laboratories), washed with
PBS, and incubated in 0.05% 3'3’-diaminobenzidine tetrahy-
drochloride and 0.003% hydrogen peroxide in PBS. Cells were
then rinsed in PBS, dehydrated in ethanol, counterstained
with Nissl stain, and mounted. Cells processed for ISH were
not counterstained but treated for ISH as described below.
Positive PRL or GH staining was easily observed as a strong
brown precipitate visible throughout the pituitary cell cyto-
plasm. Two populations of cells positive for B-TSH were
detected; one with a strong brown precipitate throughout the
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cytoplasm (not shown), corresponded to a small percentage of
B-TSH positive cells; another one with a weak brown
precipitate throughout the cytoplasm only visible with a color
CCD camera (DXC-390P; Sony Corp., Tokyo, Japan) which
accounted for the majority of B-TSH positive cells. If the
primary antibodies were replaced with blocking solution,
staining was abolished.

2.11. PPII ISH

The antisense and sense probes were synthesized from a 644-
bp rat PPII cDNA [43] insert (bases 129-773) cloned into the
PpSPT19 vector [39]. In vitro transcription was performed with
SP6 RNA polymerase (Roche Diagnostics Corp.) or with T7 RNA
polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), using
either [**S]-UTP (1250 Ci/mmol; PerkinElmer Life and Analy-
tical Sciences Inc., Waltham, MA, USA) or digoxigenin-labeled
UTP (Roche Diagnostics). Specific activity of [**S]-cRNA probes
was approximately 1.5 x 10° cpm/ug.

ISH for PPIl mRNA was done as described [18]. Cells were
fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 10 min. After washing
with PBS, cells were acetylated with acetic anhydride in 0.1 M
triethanolamine, rinsed with PBS, dehydrated with ethanol, and
air dried. [*>S]-labeled RNA or digoxigenin-labeled probes were
diluted in hybridization buffer. Hybridization was performed
overnightin a humid chamberat52 °C. The probe concentration
was 1 x 10°cpm/slide (radioactive labeling) or 100 ng/slide
(digoxigenin labeling). The slides for radioactive ISH were
dehydrated in ethanol, air dried and coated with NTB emulsion
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA). The slides
were exposed for 2 months in a tightly sealed dark box at 4 °C,
developed (D-19; Eastman Kodak Company), fixed (GBX; East-
man Kodak Company), stained with Nissl and cover-slipped.
Slides for fluorescent ISH (digoxigenin-labeled) were incubated
with PBS, blocked by incubating cells 1 h at room temperature
with 1% blocking reagent (Roche Diagnostics Corp.) containing
0.01% Triton X-100 in PBS. Afterwards, cells were incubated for
12 h at4 °C with amonoclonal anti-digoxigenin antibody (Roche
Diagnostics Corp.) diluted 1:100 in blocking solution, washed
with PBS, and incubated 2 h with the Alexa-594 conjugated goat
anti-mouse IgG (Invitrogen Corp.) at 5pg/mL in blocking
solution. Finally, cells were rinsed in PBS and mounted.

For radioactive ISH, cells were considered PPII mRNA
positive when 9 or more silver grains were clustered over the
pituitary cell. For fluorescent ISH, cells were considered PPII
mRNA positive when fluorescent signal was either around or
over nuclei. In fluorescent ISH we did not find PPIl mRNA
signal throughout the cytoplasm. Negative ISH controls were
sense strand probes of the same size and specific activity
(I**S]-1abeled) or concentration (digoxigenin-labeled) as the
antisense probes. Only a few silver grains scattered homo-
genously over the slide were found with the radioactive sense
control. No fluorescent signal was found in cells probed with
the digoxigenin labeled sense probe.

2.12. ICC combined with ISH
The ISH procedure for PPII mRNA was initiated after ICC

for PRL, B-TSH or GH. After visualization of the ICC by
diaminobenzidine as described above, cells were post-fixed,

Table 1 - Percentage of cells that expressed PPII mRNA

and hormones in primary cultures of anterior pituitary
cells

Procedure Percentage
ISH

PPII mRNA 5.5+0.16
Combined ISH/ICC

PPII mRNA/PRL 3.8+ 0.4

PPII mRNA/B-TSH 0.0
PPII mRNA/GH 19+0.2

At 5 DIV, 5 x 10° cells were fixed and processed for radioactive ISH
(PPII mRNA) combined with ICC for PRL, 3-TSH or GH. PPIIl mRNA
was detected with a cRNA probe labeled with 3°S-UTP, and
hormones by the ABC method. In each experiment we counted
the number of cells (3600 + 450 cells per dish, taken as 100%), of
PPII mRNA positive cells, and of hormone positive cells expressing
PPII mRNA. Data are the mean + S.E.M. (three independent
cultures; three dishes per culture).

dehydrated, and treated for radioactive or fluorescent ISH as
described above.

2.13. Cell counting

For light microscopy, cells were viewed and counted with a
color CCD camera mounted onto the 40x objective of a
microscope (Axioscop, Carl Zeiss; Jena, Germany). Cells were
counted and photographs taken with the software Marcator
(Explora nova, v.1.88a). For fluorescence microscopy, a Zeiss
Axioscop microscope was used with a rhodamine filter
(540 nm emission and 625 nm excitation). Cells were counted
and photographs taken with a camera (MC80; Carl Zeiss)
mounted onto a 100x objective. The number of cells analyzed
in each experiment is indicated in the legend of Table 1.

2.14.  TRH radioimmunoassay

TRH RIA was performed as described using a specific antibody
(R2) [24].

2.15.  Statistical analyses

Except where indicated, each experiment was performed at
least twice, with 2—4 dishes per experimental group. For ICC
and ISH, total count of pituitary cells was taken as 100%. For
antisense experiments, the mean value for mock-transfected
or PPII-SCO2 cells was taken as 100%. Data are presented as
mean =+ S.E.M. Statistical significance was assessed using the
Student’s t-test; differences were considered significant at
p <0.05.

3. Results

3.1.  PPII mRNA is expressed in a small proportion of
anterior pituitary cells in culture

PPII activity and mRNA levels are relatively low in anterior
pituitaries of adult rats [21,23,28,53] but are markedly up
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Fig. 1 - PPII mRNA was detected in a small percentage of cells in primary cultures of anterior pituitary. PPIIl mRNA was
detected by ISH with an antisense cRNA probe labeled with 3*S-UTP (a) or UTP-digoxigenin followed by
immunofluorescence (c). Negative controls for ISH were carried out with a sense cRNA labeled with 3*S-UTP (b). Panel (d) is
the phase contrast image of (c). Cells in (a) and (b) were counterstained with Nissl. Photographs (a) and (b) were obtained
with a 40X objective and a CCD camera and processed with the Marcator software; photographs (c) and (d) were taken with
a 100x objective and a Carl Zeiss camera. The black arrows in (a) and the white arrow in (c) show PPII mRNA positive cells.

Scale bar: 10 pm.

regulated by T3 [1,2,28,37]. If T3 is not added, PPII activity and
mRNA levels are barely detectable in primary cultures [5,51],
probably because thyroid hormone levels are very low in the
culture medium. To identify the cells expressing PPIl mRNA,
we carried out radioactive ISH studies on pituitary cells pre-
treated for 120 h with 10 nM Ts. This dose of T5 increases by
several fold PPII activity [51] and mRNA levels [17]. [**S]-ISH
analysis revealed that only 5.2 +£0.27% (three independent
cultures) of the pituitary cells were PPII mRNA-positive. We
detected only a few silver grains in positive cells, in spite of
the T; stimulus (Fig. 1a). Preliminary studies showed that
enhancing probe concentration, or exposure time, intensified
background but did not increase PPIl mRNA specific signal, or
the number of PPII mRNA positive cells (not shown). Despite
its low intensity, the signal was specific since no signal was
ever encountered with the sense riboprobe control (Fig. 1b).
Similar results were obtained with a fluorescent ISH proce-
dure, with 6 £0.7% (three independent cultures) of the
anterior pituitary cells expressing PPII mRNA (Fig. 1c and
d). These data are consistent with the low levels of PPIl mRNA
detected either in vivo or in vitro. In concordance with these
results and the relatively low levels of activity expressed on
the cell surface [52], we also observed that in cultures treated

with 10 nM T, TRH (10 nM) was degraded very slowly (less
than 10% at 12 h).

3.2.  PPII mRNA is expressed in sub-populations of
lactotrophs and somatotrophs but not in thyrotrophs

An ICC analysis showed that 36 +3%, 13.7 +0.6% and
34 + 1% (three independent cultures) of the anterior pitui-
tary cells were immunopositive for PRL, B-TSH and GH,
respectively. To determine the type(s) of cells that expressed
PPII mRNA, we combined the [**S]-ISH for PPIl mRNA with
an ICC for either PRL, B-TSH, or GH. ICC did not interfere
with PPII mRNA detection by ISH since the percentage of PPII
mRNA positive cells was the same whether cells were
counted on sections from ISH alone (see above) or from ISH
combined with ICC: 5.7 £ 0.42%, 5.2 +£ 0.20% and 5.6 + 1.0%
for PPII mRNA-PRL, PPII mRNA-B-TSH and PPII mRNA-GH,
respectively (three independent cultures). Sixty-six percent
of PPII mRNA expressing cells were lactotrophs, 34%
somatotrophs but none were thyrotrophs (Table 1 and
Fig. 2a-c). These results were confirmed by ICC combined
with fluorescent ISH: 65% (three independent cultures) of
PPII mRNA expressing cells were lactotrophs (Fig. 2d and e),
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Fig. 2 - PPIl mRNA was observed in lactotrophs and somatotrophs in primary cultures of anterior pituitary. Radioactive ISH
(PPII mRNA) combined with ICC for PRL (a), GH (c) and B-TSH (d). PPIl mRNA was detected with an antisense cRNA probe
labeled with 3°S-UTP. Hormones were detected by the ABC method. Negative controls for ISH were carried out with a sense
cRNA labeled with 3*S-UTP (b). Cells in (a-d) were counterstained with Nissl. Photographs were obtained with a CCD camera
and the Marcator software under a 40X objective. (e and f) Fluorescent ISH for PPII mRNA combined with ICC for PRL. PPII
mRNA was detected with an antisense cRNA probe labeled with UTP-digoxigenin followed by immunofluorescence; (e)
phase contrast image; (f) fluorescent image. Photographs were taken with a Carl Zeiss camera with a 100x objective. Black
arrows in (a) and (c) show PPII mRNA positive cells. The black arrow in (d) shows a PPII mRNA positive cell that is not a
thyrotroph; an asterisk shows a thyrotroph in (d). Black arrowheads in (e) show lactotrophs that express PPIIl mRNA (white

arrowheads in f). Scale bar: 10 pm.

while none were thyrotrophs (one culture; not shown);
somatotrophs were not tested.

3.3. PPII knock-down with PPII-ASO2 enhances
TRH-induced PRL but not TRH-induced TSH release

We recently designed, and tested in primary cultures of
anterior pituitary cells, PPII antisense oligodeoxynucleotides;

PPII-ASO2 is efficient and specific for PPIIl mRNA since it does
not change the mRNA levels of APA (one of the closest
homologues of PPII) and, a scrambled sequence (PPII-SCO-2)
has no significant effect on PPII mRNA levels or PPII activity;
the decrease in PPII mRNA levels is accompanied by a similar
decrease of PPII activity [17]. The specificity of PPII-ASO2 was
further tested. As previously shown [17], PPII-ASO2 reduced
PPII mRNA levels by 55% 48 h post-transfection (Fig. 3). ODN
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Fig. 3 - Effects of PPII-ASO2 and PPII-SCO2 on mRNA levels
in primary cultures of anterior pituitary cells. mRNA levels
were measured 48 h after end of transfection. Upper panel:
data are mean + S.E.M. mRNA levels in % of data for mock-
transfected cells. Lower panel: representative
electrophoresis of RT-PCR products from mock-transfected
cells or cells treated with PPII-ASO2 or PPII-SCO2. For each
treatment, two independent samples are shown.

***p < 0.0001 compared to mock-treated cells. The number
of independent determinations is shown inside each bar.

effects were sequence-specific since, compared to mock-
transfected controls, PPII-SCO2 had no effect on PPIIl mRNA
levels. ODN effects were target-specific as PPII-ASO2 or PPII-
SCO2 did not change APA, TRH-R1, PRL and B-TSH mRNA
levels at 24 h (not shown) or 48 h (Fig. 3). Compared to PPII-
SCO2 treated cells, PPII-ASO2 decreased PPII specific activity
by 54% and 85% at 24 and 48 h, respectively [17]. The following
experiments were performed on cells treated 48 h after end of
transfection.

The effect of PPII knock-down on the endocrine activities
of TRH at anterior pituitary target sites was tested on PRL and
TSHrelease. TRH can also increase GH release [22] but we did
not analyze it because we do not know whether PPII activity
is detected in somatotrophs (see Section 4.1). Compared to
mock-transfected controls, PPII-ASO2 or PPII-SCO2 had no
significant effect on PRL and TSH basal release at 1, 3, 6 or
12 h post-PPII knock-down, except for a stimulatory effect of
PPII-SCO2 on TSH release at 3 h (Fig. 4). Compared with mock
or PPII-SCO2 controls, down regulation of PPII expression by
antisense targeting with PPII-ASO2 did not change TRH
(10 nM)-induced PRL release at 30min (not shown) but
increased it by 68% at 1h, 35% at 6h and 58% at 12h
(Fig. 5 upper panel). TRH-induced TSH release was not
modified by antisense treatment at any time point (Fig. 5
lower panel).
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Fig. 4 - Effects of PPII-ASO2 and PPII-SCO2 on PRL and TSH
basal release in primary cultures of anterior pituitary cells.
At 1 DIV cells were treated with an ODN; at 48 h post-
transfection cells were washed and medium changed. PRL
(upper panel) and TSH (lower panel) release was
quantified by RIA. Data are mean *+ S.E.M., n=9. *p < 0.05
with respect to mock-treated cells.

To analyze more extensively the effect of ODN on TRH-
induced hormone release, we carried out experiments at
various doses of TRH. Somatotrophs or gonadotrophs, can
synthesize and release TRH in primary cultures of anterior
pituitary cells [8,9,36]. In our conditions, we detected low
levels of TRH in the incubation medium (<0.1 nM), likely to
have a very small effect on TRH receptors. Compared to mock
or PPII-SCO2 treatments, PPII knock-down did not increase
TRH-induced PRL release at a low dose (0.3 nM) of TRH, neither
at 1 h (not shown) nor at 3 h (Fig. 6 upper panel). At 3nM TRH,
compared to mock and PPII-SCO2 treatments, PPII knock-
down did not change TRH-induced PRL release at the 1 h time
point (not shown) but increased it by 51% at 3 h (Fig. 6 upper
panel). At 10 nM TRH, PRL release was increased by 52% at 1 h
(p <0.05,n = 6; not shown) or by 50% at 3 h (Fig. 6 upper panel).
TRH-induced TSH release was not affected by PPII knock-
down at any concentration of TRH at either 1 h (not shown) or
3 h (Fig. 6 lower panel).

3.4.  Inhibition of PPII activity enhances TRH-induced PRL
but not TRH-induced TSH release

We repeated experiments with PPII inhibitors to discard an
artifact of the antisense technique. HcPI is a very specific
inhibitor of rat brain membrane-bound PPII, with a relatively
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Fig. 5 - PPII knock-down by antisense targeting selectively
enhanced TRH-induced PRL release in primary cultures of
anterior pituitary cells. Cells were treated with
oligonucleotides at 1 DIV; at 48 h post-transfection TRH
(10 nM) was added. PRL (upper panel) and TSH (lower
panel) release were detected by RIA. Data are mean ratio of
TRH-induced PRL or TSH release over basal

release + S.E.M., n=9. *p < 0.05 with respect to mock-
treated cells.

Table 2 - Inhibition of PPII activity with PPII inhibitors

enhanced TRH-induced PRL release in primary cultures
of anterior pituitary cells

Treatment PRL TSH
Control 100 = 7 (10) 100 + 3 (8)
TRH 388 + 92 (10)*" 352 + 104 (7)*
HcPI 108 + 22 (10) 140 + 23 (7)
TRH + HcPI 851 + 136 (10)>" 502 + 95 (8)
Control 100 + 5 (12) 100 £ 9.7 (4)
TRH 153 + 18 (12)*" 485 + 204 (6)

Phosphinic-TRH
TRH + phosphinic-TRH

100 + 10 (12)
217 + 22 (12)°"

192 + 48 (3)
673 = 185 (6)

At 5 DIV, 1.1 x 10° pituitary cells were treated with phosphinic-
TRH (10 uM) or HcPI (50 pg/mL) and TRH (10 nM) for 30 min. PRL
and TSH release was determined by RIA. Results from 2 to 4
independent experiments, each in duplicate or triplicate, were
calculated in percentage of control values taken as 100% and
pooled. Data are mean + S.E.M.; number of independent determi-
nations in parenthesis.

2 Compared to control.

® Compared to TRH group.

" p<0.05.

“ p<0.01.
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Fig. 6 — Concentration-dependent changes in TRH-induced
PRL and TSH release in primary cultures of anterior
pituitary cells; effect of PPII knock-down by antisense
targeting. Cells were treated with oligonucleotides at 1
DIV; at 48 h post-transfection TRH was added. PRL (upper
panel) and TSH (lower panel) release were detected by RIA.
Data are mean * S.E.M. of TRH-induced hormone release
at 3h in % of data for basal release of mock-transfected
cells, n = 9 for PRL and 6 for TSH; *p < 0.05, **p < 0.001 with
respect to mock-treated cells.

low K; (51nM). Doses which strongly inhibit rat brain
membrane-bound PPII activity have no effect on the activity
of many classes of enzymes; in particular, on the activity of
Manduca sexta APN activity, a M1 family member [35]. Further
studies confirmed its specificity against mammalian (porcine
kidney cortex) M1 family members: at 2 mg/mL, a concentra-
tion 300-fold higher than the concentration which inhibits rat
brain membrane-bound PPII activity by 50%, it did not change
APA or aminopeptidase B activities and inhibited APN activity
by 20% (not shown). The effect of 45 min incubation of HcPI on
PPII activity in primary cultures of anterior pituitary was dose
dependent with an ED 50 of 8.3 ug/mL. Incubation of 8 ng/mL
HcPI with primary cultures of anterior pituitary rapidly
decreased PPII activity: a 42% drop was observed at 5 min of
incubation; the activity remained similarly inhibited at 15, 30
or 60 min (not shown). Addition of 50 ung/mL HcPI did not
change basal release of TSH or PRL, or TRH (10 nM)-induced
TSH release. In contrast, it increased TRH-induced PRL release
at 30 min (Table 2).

Phosphinic-TRH inhibited rat brain membrane-bound PPII
activity with an ED 50 value of 500 nM. Up to 10 uM (a dose
which inhibited rat brain membrane-bound PPII activity by
80%), it had no effect on rat brain APN, prolyl endopeptidase,
pyroglutamyl peptidase I or dipeptidyl aminopeptidase IV
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Table 3 - Actinonin did not change TRH-induced PRL or TSH release in primary cultures of anterior pituitary cells

Treatment 1h 3h
PRL TSH PRL TSH
(ng/1.1 x 10° cells) (ng/1.1 x 10° cells) (ng/1.1 x 10° cells) (ng/1.1 x 10° cells)
Control 1.59 + 0.038 0.68 +0.15 6.48 + 0.045 1.114+0.12
TRH 2.97 + 0.047° 4.02 +0.43" 8.72 +0.052° 8.26 +1.28"
TRH + actinonin 2.35 +0.038" 3.27 £0.38" 9.06 + 0.091° 9.154+0.85 "

At 3 DIV, 1.1 x 10° pituitary cells were treated with actinonin (50 uM) and TRH (10 nM). PRL and TSH release was determined by RIA. Data are

mean + S.EM., n=6.
" p<0.05.
” p <0.001 with respect to control group.

activities (not shown). Inhibition of PPII activity in anterior
pituitary cultures with 10 pM phosphinic-TRH did not change
basal TSH or PRL release, or TSH release in response to 10 nM
TRH, but, as with HcPI, enhanced TRH-induced release of PRL
at 30 min (Table 2).

To confirm the specificity of the results, we tested the effect
of actinonin, an APN inhibitor [47], on TSH and PRL release. A
preliminary study showed that 50 uM actinonin inhibited rat
brain membrane-bound APN activity by 70% but did not
modify rat brain membrane-bound APA or PPII activities (not
shown). APN inhibition with 50 uM actinonin did not affect
TRH-induced PRL and TSH release at 1 and 3 h (Table 3).

4, Discussion

The anterior pituitary gland is one of the most anatomically
complex endocrine glands in vertebrates and serves critical
homeostatic functions by regulating key organs in response to
signals from brain and periphery. Some of these signals are
peptides, and the role of ecto-peptidases in this organ is poorly
understood. In the present study, we show that in cultured
anterior pituitary cells, PPIl mRNA is expressed in small sub-
populations of lactotrophs and somatotrophs but not in
thyrotrophs. The localization of PPII correlates with its ability
to regulate PRL release in response to TRH.

4.1. PPII mRNA is expressed in a few lactotrophs and
somatotrophs

In many cell types of the anterior pituitary TRH increases
[Ca?']; [56], but the presence of the TRH receptor has been
unequivocally demonstrated only in lactotrophs, thyrotrophs
and somatotrophs [39,60]. TRH-R1 levels are high in this tissue
in contrast with the low activity of PPII in the anterior pituitary
(compared to that in brain [53]). If anterior pituitary cells are
separated by sedimentation at unit gravity, PPII activity is
localized in lactotrophs but not in thyrotrophs or somato-
trophs [5]. Since antibodies against PPII, useful for ICC, are not
yet available, we analyzed PPIl mRNA expression in anterior
pituitary cells by ISH. Our data are consistent with the
previous study but uncover additional information, i.e. most
of the anterior pituitary cells expressing PPII mRNA are
lactotrophs, some somatotrophs, but none thyrotrophs.
Taking into account the previous data, we conclude that
those lactotrophs that express PPIl mRNA have PPII activity;

however, it remains to be determined whether the somato-
trophs that express PPIl mRNA have PPII activity. We have
recently demonstrated that a splicing variant of PPIl mRNA
encodes a putative truncated PPII, which is inactive; this
splicing variant is detectable in primary cultures of anterior
pituitary [13]. Since the probe used for ISH does not
discriminates the isoforms, some of the cells expressing PPII
mRNA, including somatotrophs, may lack PPII activity.
Furthermore, a dual cell population expressing both PRL
and GH markers (mammo-somatotrophs) exists in the ante-
rior pituitary of virgin female rats [38] and may constitute a
significant proportion in our experimental conditions. There-
fore, either monohormonal mammotrophs and somatotrophs
express PPIl mRNA, or some of the cells which express PPII
mRNA are mammo-somatotrophs, in which case it is possible
that an additional cell type expresses PPIl mRNA. Our data
demonstrate an ample mismatch between PPIl mRNA expres-
sion and TRH responding cells, as no thyrotrophs and only few
lactotrophs (10% of lactotrophs) and somatotrophs (6% of
somatotrophs) express PPIl mRNA. Hence, most TRH respon-
sive cells do not express PPII mRNA, and most likely have no
PPII activity. Previous studies have demonstrated phenotypic
and functional variations in lactotroph and somatotroph
properties [6,8,29,46,56]. This study extends the variation to
the uneven expression of PPIl mRNA.

4.2.  PPII controls TRH effect on lactotrophs in anterior
pituitary cells in culture

To monitor whether the particular localization of PPII in
anterior pituitary cells has an impact on the physiological
effects of TRH, we knocked-down PPII expression by treating
cells with an antisense oligodeoxynucleotide or reduced PPII
activity with inhibitors. The specificity of the knock-down was
previously demonstrated [17] and confirmed in this new study.
Inhibition of PPII activity, as a consequence of knocking-down
its mRNA with PPII-ASO2, increased TRH-induced PRL but not
TSH release. Knocking-down PPII mRNA expression had an
effect only with the higher doses of TRH, i.e. at or just above
the Kp of TRH for its receptors. At low doses of TRH, the
catalytic activity of PPII is probably too low to have any impact
on TRH concentration. Studies with two specific PPII inhibitors
were consistent with the data obtained with the antisense
oligodeoxynucleotide; however, the effects on TRH-induced
PRL release were seen at earlier incubation times with the
inhibitors than with the ASO. This is likely due to the fact that
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antisense oligodeoxynucleotides and inhibitors were applied in
distinct cell culture conditions (T5 concentrations and initiation
of treatments) leading to distinct basal PPII activity and TRH-R1
levels at the time of TRH addition. Nevertheless, since various
independent strategies generated similar data, we conclude
that PPII activity controls TRH effect on lactotrophs in anterior
pituitary cells in culture. Our failure to detect an effect on TSH
release may indicate that in cell cultures of anterior pituitary
PPII does not controls TSH release in response to TRH, or
alternatively that the experimental conditions did not allow us
to observe this effect. For example, we observed a small
tendency towards an increased release of TSH in response to
TRH if PPII activity was reduced by 60-80% with PPII inhibitors; a
stronger inhibition of PPII activity may have produced a
significant result. Alternatively, a different milieu may change
the data, since many anterior pituitary responses depend on it
[36]; however, it is unlikely that T3 concentrations are critical
since we observed similar data with cells briefly treated with a
low dose of T3 (experiments with ODNs) or constantly with a
higher dose (experiments with inhibitors).

The increase in TRH-induced PRL release was small,
independently of the agent utilized to decrease PPII activity,
in agreement with the low activity of PPII in the pituitary cells
in culture. Because TRH concentration in the large volume of
the culture medium cannot be lowered significantly by PPII
activity during the time span of the studies (less than 10%
degradation of TRH in 12 h, unpublished), we hypothesize that
TRH-R1 responds to a ligand that is not in equilibrium with its
concentration in the bulk phase, i.e. that on the cell surface
TRH is in a compartment separated from the bulk phase by a
diffusion barrier. This situation may be ascribed to the
existence of specific topographic affinities, which cluster
pituitary cell types in non-random ways in primary culture,
reducing the probability of having TSH and PRL cells organized
together [32]. Thus, only inside the clusters expressing PPII
activity would TRH-induced release be sensitive to modulation
of peptidase activity. Alternatively, local gradients of TRH on
the surface of cells that express PPII activity may be
sufficiently stable to regulate TRH effects, in spite of
undetectable changes in its concentration in the bulk phase.
These gradients may be generated by the electrostatic
interaction of positively charged TRH with membrane phos-
pholipids. This second interpretation would probably require
that PPII is close to TRH-R1.

The importance of the peptidase microenvironment has
been previously suggested in other organs. For example, in
coronary arteries, specific inhibitors of angiotensin converting
enzyme increase bradykinin effects without changes in the
levels of peptide in the bulk phase [48]. However, specific
inhibitors of neutral endopeptidase, an enzyme present in the
same tissue and able to hydrolyze bradykinin, have no effects.
This phenomenon was explained on the basis of the co-
localization of angiotensin converting enzyme and bradykinin
receptor 2, with neutral endopeptidase appearing not to be
present in the microenvironment of bradykinin receptor 2.

4.3.  Role of anterior pituitary PPII in vivo

The small proportion of cells expressing PPII mRNA is
consistent with in vivo data that show that PPIl mRNA is

expressed in a few cells dispersed within the anterior pituitary
(unpublished) and that PPII activity is low in this tissue [17].
Furthermore, since pituitary cells in vitro can partially
reconstruct the in vivo topographic affinities among hor-
mone-secreting cells [32], the results herein obtained may
reflect the in vivo situation. There is no evidence for a
preferential association of thyrotrophs with lactotrophs in
vivo. Our data thus suggest that anterior pituitary PPII does not
degrade TRH in the whole gland but in specific compartments
that contain cells expressing PPII activity (i.e. some lacto-
trophs and maybe somatotrophs) where it influences TRH-
induced release of PRL and maybe, GH. It was initially
proposed, based on the stimulatory effects of thyroid
hormones on anterior pituitary PPII activity [1,37], that
anterior pituitary PPII activity controls TSH release. We cannot
confirm this claim and it should be noted that the intraper-
itoneal injection of an inhibitor of PPII activity has no effect on
serum TSH levels [42]; therefore, whether anterior pituitary
PPII controls TSH secretion is still an open question.

4.4.  Impact of regulation of anterior pituitary
PPII activity on TRH effects in vivo

An additional conclusion is that the many events of regulation
of anterior pituitary PPII activity due to hormonal, hypotha-
lamic, or paracrine influences [1,28,37,50,52,54] must occur
preferentially in lactotrophs and impact the capacity of TRH to
regulate PRL release. These regulatory events have a variable
intensity and direction; however, our data demonstrate that
even a small reduction of anterior pituitary PPII activity,
similar to some of the natural variations of PPII activity, is
sufficient to change the release rate of PRL in response to TRH.
The specificregulation by hormones and hypothalamic factors
and the particular localization of pituitary PPII suggest the
enzyme is a control element in some lactotrophs, determining
the availability of TRH in the vicinity of TRH-R1; for example,
an increase of TRH degradation by PPII in some lactotrophs, a
few minutes after the initiation of the PRL burst [7], may
contribute to make PRL release transient during suckling.

Since hormones that regulate PRL synthesis and release
(T3, estrogen and glucocorticoids) are not produced by PRL-
responsive organs, PRL synthesis and release is not regulated
via a classical feedback loop comparable to the feedback
system that regulate TSH synthesis and release [20]. The
regulated activity of PPII may be part of a mechanism
balancing PRL release at the anterior pituitary gland level
[4]. The activity of the enzyme should determine the intensity
and duration of peptide action in a manner specific to cell
type and physiological context. This additional step of
control may be necessary in view of the dynamic require-
ments of the hypothalamic-anterior pituitary complex to
maintain homeostasis.

5. Conclusions

Anterior pituitary PPII activity controls TRH signaling in a sub-
population of lactotrophs since PPII activity is markedly
regulated by various of the effectors that regulate PRL release,
it is localized on some lactotrophs and the reduction of its
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activity enhances TRH-induced PRL release. As we could not
observe a similar situation for TSH release, we suggest that the
anterior pituitary role of PPII is cell-type specific. We propose
that the specific localization and level of expression of
peptidases in the anterior pituitary critically control peptide
actions in this gland.
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