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RESUMEN

Las alteraciones en el sistema inmune-neuroendocrino contribuyen al desarrollo de
autoinmunidad. EIl lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
multifactorial, caracterizada por defectos en la respuesta inmune. ElI LES afecta
predominantemente al sexo femenino en etapa reproductiva, por lo cual se le ha asociado con
las hormonas, como la prolactina (PRL). Se ha demostrado en modelos de ratén y en
pacientes con LES, niveles incrementados de PRL sérica que se ha asociado con el LES
activo e inactivo. En raton se han descrito cuatro isoformas del receptor de PRL (R-PRL), una
larga y tres cortas, la union del receptor con la PRL provoca un cambio conformacional que
induce la dimerizacion del receptor, desencadenando su sefializacion a través de las vias JAK-
STAT, MAPK y/o PISK-AKT. En nuestro grupo de trabajo se ha determinado que los linfocitos
T foliculares (Tfh) y B de centro germinal (B-GC) de ratones MRL/Ipr que desarrollan LES,
expresan la isoforma larga del receptor de PRL. Asimismo, se ha reportado que la PRL es
capaz de inducir la proliferacién de los linfocitos B-GC y su diferenciacion a células productoras
de anticuerpos. Sin embargo, se desconoce la sefializacion de PRL en ambos tipos celulares,
por lo que en el presente trabajo se evaluo la via de sefializacion de la PRL en los linfocitos
Tfh y B-GC diferenciados in vitro, asi como la expresion de c-myc y Birc5 involucrados en la
proliferacion del linfocito B-GC. Para ello se utilizaron linfocitos T naive y B, de ratones MRL/Ipr
gue desarrollan manifestaciones similares al LES y de ratones de la cepa control C57BL/6. La
sefalizacion se evalud a través de citometria de flujo y la expresion génica se realizé mediante
RT-PCR en tiempo real. Los resultados obtenidos sugieren que la PRL sefaliza a través de
STAT3 en los linfocitos Tth y por STAT1 y en menor medida por AKT en los linfocitos B-GC
de ratones que desarrollan LES respecto a la cepa control y a los linfocitos que solo se
incubaron con medio. La fosforilacion de STAT3 se vio revertida cuando los linfocitos se pre-
incubaron con el inhibidor de pSTAT3. Ademas, los linfocitos B-GC son capaces de producir
PRL. Sin embargo, la PRL no incrementd la expresion de c-myc y Birc5 en los linfocitos B-GC
por lo que serda importante la identificacion de nuevos candidatos involucrados en los
mecanismos celulares y moleculares que nos ayuden a comprender la proliferacion de los

linfocitos B-GC y su diferenciacion hacia células productoras de anticuerpos.
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ABSTRACT

Alterations in the immune-neuroendocrine system contribute to the development of
autoimmunity. Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multifactorial autoimmune disease,
characterized by defects in the immune response. SLE affects females in the reproductive
stage, so that it is related to hormones, as prolactin (PRL). Increased levels of serum PRL have
shown in mouse models and in SLE patients and have been associated with active and inactive
SLE. In mice, four isoforms of the PRL receptor are describe, one long and three shorts, in
which the ligand binding induces receptor dimerization, triggering the signaling pathways
through the JAK-STAT, MAPK and/or PI3K-AKT. In our working group, it has been determined
that the follicular T lymphocytes (Tfh) and germinal center B lymphocytes (B-GC) of MRL/Ipr
mice that develop SLE express the long isoform of PRL receptor. Equally, it has reported that
PRL can induce the proliferation of B-GC lymphocytes and their differentiation into antibody
secreting cells. However, PRL signaling in both cell types is unknown, so in the present work
the effect of PRL on the signaling of differentiated Tfh and B-GC lymphocytes in vitro was
evaluated, as well as the expression of c-myc and Birc5 that can induce the proliferation of B-
GC lymphocytes. Naive T and B lymphocytes were obtained from MRL/Ipr mice, which develop
SLE, and from C57BL/6 mice. Signaling was evaluate using flow cytometric techniques, while
real-time RT-PCR was performed for gene expression. PRL signals through STAT3 in the Tfh
lymphocytes and through STAT1 and to a lesser extent through AKT in the B-GC lymphocytes
of MRL/Ipr mice with respect to the control strain and the lymphocytes that were only incubated
with medium. STAT3 phosphorylation was reversed when lymphocytes were preincubated with
the inhibitor of pSTAT3. Furthermore, B-GC lymphocytes can produce PRL. However, PRL
does not increase the expression of c-myc and Birc5 in B-GC lymphocytes. So, it will be
important to identify new candidates involved in cellular and molecular mechanisms that will
help us understand the proliferation of lymphocytes B-GC and the differentiation to antibody

secreting cells.
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INTRODUCCION

Desarrollo y maduracion de linfocitos Ty B

La ontogenia de linfocitos T y B, inicia en la médula 6sea a partir de progenitores linfoides
tempranos que derivan de células troncales hematopoyéticas (HSC), durante un proceso
regulado y continuo donde se pierden gradualmente los potenciales de diferenciacién multiple
y se adquieren funciones especializadas de linaje, hasta llegar a un progenitor linfoide comun
(CLP), que da lugar a linfocitos B, linfocitos T y células asesinas naturales (NK, por sus siglas

en inglés Natural Killer) (Owen et al., 2020).

El desarrollo de los linfocitos T ocurre en el Timo, comienza con la llegada por via sanguinea
de pequefias cantidades de los precursores de los timocitos, también llamados precursores
asentados en el Timo (TSP), los cuales se van a diferenciar en la poblacién mas inmadura de
timocitos que son los progenitores timicos tempranos (ETP). Posteriormente, los timocitos
dobles negativos (DN) que no expresan en su superficie CD4 y CD8 pasan por una serie de
etapas de desarrollo en las que se comprometen con el linaje de linfocitos T y reorganizan los
loci génicos del receptor de linfocitos T (TCR). Los timocitos que reorganizan adecuadamente
la cadena B del TCR proliferan, inician la reorganizacién de las cadenas a y dan lugar a
timocitos dobles positivos (DP) CD4+CD8+, que llevaran a cabo la seleccion positiva y
negativa. Aguellos timocitos DP, cuyo receptor (TCR) reconoce al complejo compuesto por el
péptido y el MHC (pMHC) con afinidad baja e intermedia se seleccionan positivamente y
maduran a linfocitos T simples positivos (SP) que saldran del timo como linfocitos T naive
CD4* (cooperadores; Tn) 0 CD8* (citotoxicos). Los linfocitos T naive pueden ser activados por
el reconocimiento de algun antigeno especifico en o6rganos linfoides secundarios, como el
bazo o los ganglios linfaticos (Fig.1) (Cano & Lopera, 2013; Overgaard et al., 2015; Owen
et al., 2020).

El reconocimiento del antigeno ocurre a través del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) presente en la superficie de las células presentadoras de antigeno (APC) (Saravia
et al., 2019). Los linfocitos T CD4* naive activados se diferencian a distintas subpoblaciones
especializadas, de acuerdo con el microambiente de citocinas, cascadas de sefalizacion y
factores de transcripcion especificos. Dentro de los linajes de linfocitos mas descritos se
encuentran los TH1,TH2, TH17, T reguladores (Treg), y los linfocitos T foliculares (Tfh)
(Saravia et al., 2019).
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Fig.1.- Desarrollo y maduracién de linfocitos T. El desarrollo del linfocito T inicia en el timo a través de
precursores hematopoyéticos que se diferencian en timocitos DN. Los timocitos DN se diferencian a timocitos
DP que llevaran a cabo la seleccion positiva y negativa. Finalmente, los timocitos maduran a linfocitos T SP y
salen del timo como linfocitos T naive. Las abreviaturas corresponden a HSC: célula madre hematopoyética;
CLP: progenitores linfoides comunes; ETP: progenitores timicos tempranos; DC: células dendriticas; DN:
timocitos dobles negativos; SP: linfocitos simples positivos. Creado con BioRender.com

Por otra parte, los CLP, destinados a convertirse en linfocitos B, permanecen en la médula
Osea. Durante el proceso de compromiso hacia el linaje y maduracién se requiere de la
participacion de los factores de transcripcion E2A, EBF,Pax5, PU.1, e Ikaros, asi como de la
sefalizacion de IL-7, el factor de células primordiales (SCF) y CXCL12 (Glimcher & Singh,
1999; Sigvardsson, 2018). Las diferentes etapas de desarrollo de los linfocitos B se dan de
acuerdo con el reordenamiento de genes de las inmunoglobulinas (Igs) que forman el receptor
de células B (BCR). La Ig’s estan formadas por una cadena pesada (IgH) y una cadena ligera
(IgL). Ambas cadenas estan formadas por regiones variables y constantes; la region variable
de IgH esta formada por los segmentos génicos VDJ, mientras que la IgL se genera a partir
de los segmentos VJ, mediado por las enzimas RAG1/2 (Owen et al., 2020; Pieper et al.,
2013). Los estadios de diferenciacion de los linfocitos B se pueden diferenciar por la expresion
de su fenotipo (Owen et al., 2020).

Las primeras etapas de maduracion de los linfocitos B se dan en la médula 6sea. ElI CLP da
lugar a las células pro-B (B220*CD93*IgM-CD43*CD19*CD10%), la etapa de compromiso
definitivo es controlada principalmente por el gen Pax5 y EBF1; en este estadio se re-arreglan
los segmentos D-J de la cadena IgH y posteriormente el segmento V-DJ, dando lugar a un re-
arreglo funcional VDJ; también se expresan los genes que codifican para V preB y A5 que en

conjunto comprenden la cadena ligera sustituta (SLC) (Abbas et al., 2015; Sigvardsson, 2018).



Posteriormente, en la etapa de linfocitos pre-B (B220°YCD93IgM-CD43*CD19%), dos SLC se
alinean con dos cadenas pesadas |, formando el receptor de linfocitos pre-B (pre-BCR). Los
linfocitos pre-B reorganizan los segmentos de los genes que codifican las cadenas k. y A de la
cadena ligera, en conjunto con la cadena p forman una inmunoglobulina tipo M (IgM) de
superficie, dando lugar a la etapa de linfocitos B inmaduros (B220*CD93*IgM'°¥CD43-CD19%)
(Aurrand-Lions & Mancini, 2018; Owen et al., 2020; Pieper et al., 2013).

Los linfocitos B inmaduros abandonan la médula 6sea una vez que se expresa el receptor que
reconoce el 1-fosfato de esfingosina (S1P-R), llegan al bazo para completar su maduracion y
pasan por linfocitos B de transicion T1 (IgM"9" |gD'*¥ CD24* CD93* CD21- CD23  BAFF-R*") y
T2 (IgMhigh |gDtermedio CD24+ CD93* CD21* CD23* BAFF-R*), en donde BAFF-R les envia
sefales de supervivencia, como la activacién de factores anti-apopt6ticos y de proliferacion,
para que culminen su proceso como linfocitos B maduros (Abbas et al., 2015; Kenneth Murphy
et al., 2009). Aquellos linfocitos B que se encuentran en la zona marginal del bazo se
denominan linfocitos B de zona marginal (B-ZM; CD19* CD21* IgMMigh |gD'°v CD1* ), mientras
gue los que se localizan en los foliculos son conocidos como linfocitos B foliculares (B-FO;
CD19* CD21* IgM'ow |gDhigh CD23*) (Fig.2).

Los linfocitos B maduros recirculan en la sangre y en drganos periféricos hasta que llegan a
ser activados. Los linfocitos B activados pueden optar por 1) llegar a sitios extrafoliculares,
proliferar y diferenciarse en células plasmaticas de vida corta que secretan anticuerpos, 0 2)
llegar hacia foliculos de linfocitos B, proliferar y generar el CG. Se sugiere que la decisiéon toma
en cuenta la afinidad del BCR por el antigeno (Ag), la cantidad de interaccién Ag-receptor y

las sefiales coestimuladoras recibidas de los linfocitos T (Abbas et al., 2015; Allen et al., 2007).

Los linfocitos B-FO, tienen la capacidad de responder al encuentro con antigenos de manera
dependiente de células Tfh en el centro germinal y ahi diferenciarse a células B de memoria o
células plasméticas secretoras de anticuerpos. Los linfocitos B-ZM, en cambio, pueden
reconocer Ag T independientes, que son transportados por la sangre y se pueden diferenciar
a células plasméticas de vida corta secretoras de IgM de baja afinidad, o bien, iniciar una

respuesta a Ag de manera dependiente de linfocitos T (Abbas et al., 2015; Pieper et al., 2013).

Cabe mencionar que la supervivencia, la maduracién y la diferenciacion de linfocitos B

depende de un microambiente de citocinas. Ejemplo de ello son el factor de activacion de los



linfocitos B (BAFF) y la interleucina 21 (IL-21), los cuales inducen la proliferaciéon de linfocitos
B y la produccién de anticuerpos. La interleucina 6 (IL-6) también juega un papel en el

desarrollo y mantenimiento del CG (Yap & Chan, 2019).
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Fig.2.- Desarrollo y maduracion de linfocitos B. El desarrollo del linfocito B inicia en médula ésea a través de
precursores hematopoyéticos que posteriormente se diferencian en linfocitos Pro-B, Pre-B e inmaduros. Los
linfocitos inmaduros cuando salen de médula 6sea y llegan al bazo son llamados Transitorios 1, que se
diferencian a Transitorios 2 y completan su maduracion hacia linfocitos B-FO o B- ZM.

HSC: célula madre hematopoyética; CLP: progenitores linfoides comunes; pro-B: células progenitoras B; pre-B:
células B precursoras; B-ZM: linfocitos B de zona marginal; B-FO: linfocitos B foliculares. Creado con
BioRender.com

Centros germinales

Anatomicamente, todos los 6rganos linfoides secundarios como el bazo, los ganglios linfaticos
y el tejido linfoide asociado a mucosas, tienen regiones especificas donde se encuentran los
linfocitos T y B (Pieper et al., 2013). Los linfocitos B naive se encuentran en los foliculos y
cuando se activan, pueden iniciar la formacion de zonas centrales llamadas centros
germinales (CG); a estos foliculos se les conoce como foliculos secundarios, mientras que

los foliculos sin centros germinales se llaman foliculos primarios (Abbas et al., 2015).

Por otra parte, la zona donde se encuentran los linfocitos T se localiza por debajo de los
foliculos en los cordones paracorticales, comiunmente llamada corteza parafolicular. Los
linfocitos T naive entran a la zona de linfocitos T a través de un conjunto de vénulas del
endotelio alto, conformado por vasos sanguineos corticales, alrededor del 70 % de los
linfocitos T corticales son linfocitos T CD4+ cooperadores (Abbas et al., 2015; Owen et al.,
2020).



La residencia de linfocitos T y B en sus zonas especificas, se determina a través de gradientes
de quimiocinas, ya que los linfocitos T naive expresan el receptor de quimiocina CCR7 que se
unird a las quimiocinas CCL19 y CCL21 producidas por células estromales en las zonas de
linfocitos T. Las células dendriticas (CD), que previamente han sido activadas por patégenos,
también expresan CCR7, motivo por el cual pueden llegar a 6rganos secundarios periféricos,
dirigirse a la zona de linfocitos T y activarlos; mientras que, los linfocitos B expresan CXCR5,
gue se une al ligando CXCL13, quimiocina producida solo en los foliculos por las células
dendriticas foliculares (FDC) (Kenneth Murphy et al., 2009; Owen et al., 2020).

Es por ello que los CGs, se pueden definir como microestructuras de proliferaciéon de linfocitos
B en los foliculos de los tejidos linfoides secundarios, que se desarrollan ante una estimulacion
antigénica dependiente de linfocitos T y donde se producen las células plasmaticas secretoras
de anticuerpos de larga duracion y linfocitos B de memoria que proporcionan proteccion contra
una reinfeccién (Klein & Dalla-Favera, 2008; Pieper et al., 2013; Stebegg et al., 2018).

En el CG los linfocitos B llevan a cabo dos procesos: 1) hipermutacion somatica (HSM),
mutaciones puntuales que se suscitan en linfocitos B maduros en los sitios hipervariables de
los genes Vuy VL que codifican la region variable de la inmunoglobulina (IgV), y 2) la
recombinacién de cambio de clase de inmunoglobulina. Ambos mecanismos tienen el fin de
generar linfocitos B que reconozcan a su antigeno con alta afinidad a través de su BCR, estos
linfocitos B proliferaran y se diferenciaran en linfocitos B de memoria o en células plasmaticas
(Pieper et al., 2013; Stebegg et al., 2018; Yap & Chan, 2019).

El CG maduro puede dividirse en dos compartimentos, una zona oscura (DZ) y una zona clara
(LZ) (Mesin et al., 2016). La DZ contiene células reticulares (CRC) productoras de CXCL12
(Stebegg et al., 2018). Ademas, en la DZ se encuentran los linfocitos B en proliferacion,
conocidos como “centroblastos”. Los centroblastos tienen una alta expresion de CXCR4, de
los factores de transcripcion (FOX1 y Bcl6) y de citidina desaminasa (AID), la cual es capaz
de impulsar la HSM en esta zona. En la DZ se estarian generando variantes clonales con
diversas afinidades por el Ag (Mesin et al., 2016; Song & Matthias, 2018).

Una vez que los centroblastos dejan de proliferar y salen de la DZ al seguir un gradiente de
CXCL13, llegan a la LZ como “centrocitos”. En la LZ se seleccionaran a los linfocitos B con
mayor afinidad al Ag e iniciaran su diferenciacion a células plasméaticas o de memoria. En

general, en la LZ se encuentran linfocitos B de centro germinal (B-GC), células dendriticas



foliculares (CDF), linfocitos T foliculares (Tfh), una pequefia poblacion de T foliculares
reguladores (Tfr) y algunos linfocitos B naive que se infiltran (Mesin et al., 2016; Song &
Matthias, 2018; Stebegg et al., 2018).

DAPI CD23 AID

Fig.3.- Arquitectura de un centro germinal. Secciones de tejido de ganglios linfaticos humanos conservados
en parafina. A) Andlisis inmunohistoquimico en el que se identifica el centro germinal con la regidn oscura y clara
y la zona de linfocitos T B) Tincion de inmunofluorescencia en el que se observa la distribuciéon anatémica del
centro germinal a través de la presencia de anticuerpos dirigidos hacia CD23 (verde) que identifica la zona clara
y AID (rojo) que identifica indirectamente la zona oscura; los nucleos se observan en tonalidad azul.

LZ: Zona Clara; DZ: Zona Oscura; AID: Citidina Desaminasa (modificado de Klein et al., 2003; Victora et al.,
2012).

Linfocitos T foliculares (Tfh) y B de centro germinal (B-GC)

Los linfocitos Tfh se diferencian a partir de un linfocito T naive, el cual se activa cuando a traves
de su TCR reconoce a su Ag presentado en el contexto del MHC-II. La diferenciacion hacia
linfocitos Tfh requiere de IL-6, IL-23 e IL-21, que inducen la activacion de STAT3y la expresion
del factor de transcripcién maestro, denominado B-CL6 (Saravia et al., 2019; Kim et al., 2018).
Los Tfh presentan el fenotipo CD4*, CXCR5* (receptor de quimiocina CXC tipo 5), CD40-L
(ligando de CD40), con la coexpresion de ICOS (estimulador inducible de células T) y la

proteina PD-1 (muerte celular programada-1) (Crotty, 2014).

Los linfocitos Tth promueven la inmunidad humoral dentro de los centros germinales (Stebegg
et al., 2018). Los Tfh modulan la seleccién, supervivencia y maduracion de clonas de los
linfocitos B-GC en el CG, por lo cual inducen indirectamente la formacion de estas
microestructuras (Crotty, 2014;Kim etal., 2018). Una alta expresion de CXCR5 regula
negativamente al receptor quimiotactico primario para la zona T (CCR7), promoviendo la
migracion de los Tfh al borde del foliculo de los linfocitos B. Los Tfh inducen la expresion de
Bcl6 en linfocitos B activados para iniciar la diferenciacion de linfocitos B-GC; mientras que, la
interaccion de ICOS con su ligando en linfocitos B promueve la interaccion T:B (Crotty, 2014).

También, los Tfh proporcionan sefiales de CD40L para la activacion, proliferacion y



diferenciacion de linfocitos B hacia el centro germinal y sitios extrafoliculares. (Saravia et al.,
2019;Crotty, 2019; Zhang & Vignali, 2016).

En el centro germinal, los linfocitos Tfh facilitan el desarrollo y la maduracién de la afinidad
del receptor de linfocitos B (BCR), para evitar el reconocimiento de moléculas propias (Crotty,
2014). Es asi que los Tfh garantizan el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica, con lo
gue se mantiene la homeostasis en los puntos de control que aseguran la eliminacién de
células autorreactivas y con ello se promueve una respuesta inmune adecuada (Waldmann,
2014).

Ademas, los Tfh secretan la citocina IL-21, que induce proliferacién y diferenciacion a células
plasmaticas, e IL-4, que esta involucrada con el cambio de clase de inmunoglobulina de los
linfocitos B-GC (Saravia et al., 2019;Crotty, 2019; Zhang & Vignali, 2016). A la vez que los B-
GC secretan interleucina 6 (IL-6) para promover la diferenciacion de los linfocitos Tfh, la
formacion del centro germinal y la produccion de anticuerpos. Ademas, la interaccion de
receptores coestimuladores de superficie de linfocitos B, con sus ligandos expresados por
células Tfh, como el ya mencionado CD40 y su ligando CD40 (CD154), también son
importantes en la formacion de los CG (Allen et al., 2007; Yap & Chan, 2019). Existiendo una
clara retroalimentacion entre ambos tipos celulares para el mantenimiento temprano y tardio
del CG (Yap & Chan, 2019). IL21
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Fig.4.- Interaccion de linfocitos Tfh y B-GC. La interaccion de los linfocitos Tfh hacia los linfocitos B-GC induce
la activacién y diferenciacion de estos Ultimos para promover una respuesta inmune adecuada. Se requiere la
participacion de moléculas coestimuladoras en los linfocitos Tth que interactden con sus ligandos en los linfocitos
B y de la secrecion de citocinas para la maduracién, diferenciacion y/o mantenimiento de los centros germinales
(Allen et al., 2007; Yap & Chan, 2019;Crotty, 2019). Creado con BioRender.com



Lupus Eritematoso Sistémico y Sistema Inmune

La diferenciacion y activacion de linfocitos Tth y B-GC autorreactivos (células capaces de
reconocer antigenos propios) impulsan la generacién de autoanticuerpos y el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, entre las que se encuentra el Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
(Zhang & Vignali, 2016). EI LES es una enfermedad autoinmune caracterizada por inflamacion
cronica (Rees et al., 2017). Afecta con mayor frecuencia a mujeres que a hombres en una
relacion 9:1 (Lisnevskaia et al., 2014) entre la pubertad y la menopausia (Fatoye et al., 2018).
Este predominio al sexo femenino se ha atribuido a las propiedades inmunoestimuladoras de
las hormonas sexuales, como la prolactina (PRL). Las diversas manifestaciones clinicas del
LES incluyen erupcién cutanea, trombocitopenia, serositis, nefritis, entre otras (Manson &
Rahman, 2006). Se desconoce su etiologia, pero las diversas manifestaciones clinicas
corresponden con la predisposicion por factores genéticos (HLA-B8, HLA-DR3, deficiencias
de componentes del complemento como Clg o C4, etc.), que en conjunto con factores
ambientales como la inflamacién por tabaquismo o la activaciéon del sistema inmune innato por
el virus de Epstein-Barr, pueden desencadenar la enfermedad, resultando en una

desregulacién del sistema inmunoldgico (Kaul et al., 2016).

Los pacientes con LES presentan defectos en los mecanismos de tolerancia (Maidhof & Hilas,
2012), dando lugar a la aparicion de clonas autorreactivas de linfocitos Ty B (Kim et al., 2018).
En el LES existe una hiperactividad de linfocitos B que conduce a la produccién de
autoanticuerpos dirigidos contra componentes nucleares. Tales componentes pueden ocurrir
por una eliminacién inapropiada de células apoptéticas y son reconocidos como antigenos,
dando como resultado la formacion de complejos inmunes que se depositan en diversos

organos provocando inflamacién y dafio tisular (Maidhof & Hilas, 2012).

En el LES se han reportado defectos en la sefializacion temprana e intermedia de los linfocitos
T y B (Lisnevskaia et al., 2014; Yap & Chan, 2019). Los linfocitos presentan defectos de
proliferacion, produccion de citocinas y sus funciones reguladoras de activacion y
coestimulacion se ven alteradas. En los linfocitos T la expresion prolongada de la molécula de
coestimulacion CD40 ligando (CD40L), incrementa la activacion y diferenciacion de linfocitos
B, implicando una disfuncién celular (Kaul et al., 2016). Ademas, existe una correlacion entre

el incremento de linfocitos Tfth y la actividad del LES (Kim et al., 2018).



Modelos de ratén de LES

Debido a la variedad de sintomas que presenta el LES, se han desarrollado modelos animales
para la mejor comprension de la patogénesis de la enfermedad. Uno de los modelos més
usados son los ratones provenientes de la primera generacion de la cruza entre las cepas New
Zealand Black (NZB) y New Zealand White (NZW), conocidos como NZB/NZW F1, los cuales
desarrollan un sindrome similar a lupus, caracterizado por linfoadenopatia, esplenomegalia,
titulos elevados de anticuerpos antinucleares y glomerulonefritis mediada por
inmunocomplejos. Generalmente es utilizado para estudios genéticos y respuestas a
farmacos. Por otro lado, los ratones MRL derivan de multiples cruzas de cepas consanguineas
LG/J, C3H/Di, C57BL/6 y AKR/J. Una mutacién espontanea en el gen Fas ocurrida durante la
endogamia causo linfoproliferacién (fenotipo Ipr), generando la cepa MRL/Ipr. Estos animales
demostraron hiperactividad de los linfocitos B, complejos inmunes circulantes, hiperplasia
linfoide y glomerulonefritis. En estos modelos se ha probado la participacion de la PRL en la
patogénesis de LES (Li et al., 2017; McMurray, 2001).

Prolactina y su receptor

La PRL es una hormona polipeptidica con tres enlaces disulfuro entre seis residuos de cisteina
(Cys*-Cystt, Cysss-Cyst™, and Cyst9:-Cyst®?), La PRL humana es codificada por el cromosoma 6, su
gen tiene un tamafo de 10 kb y se encuentra conformado por 5 exones y 4 intrones. En su
estructura secundaria cuenta con 4 a hélices largas dispuestas en forma antiparalela. La
isoforma monomeérica tiene un peso de 23-kDa y estd compuesta por 199 aminoacidos. La

PRL contiene dos sitios de union, el sitio 1 que incluye las hélices 1y 4, y el sitio de union 2

gue involucra las hélices 1y 3 (Fig.5) (Freeman et al., 2000; Jara et al., 2017; Teilum et al.,

2005). - -
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Fig.5.- Estructura de PRL humana. Representacion estructural de la PRL humana conformada por 4 a-hélices
ligeramente enrolladas entre si que conforman el ndcleo de la proteina (Teilum et al., 2005).



La PRL es secretada principalmente por los lactotropos de la hipdfisis anterior, pero también
puede ser producida por sitios extra hipofisiarios, como ovarios, préstata, gldndulas mamarias,
tejido adiposo, cerebro y células del sistema inmune (Borba et al.,, 2018). Mantiene una
retroalimentacion negativa sobre su propia produccion al estimular la liberacion de dopamina
en el hipotalamo, efecto similar a los agonistas dopaminérgicos: bromocriptina y cabergolina
(Al-Chalabi et al., 2021).

En vertebrados se conocen mas de 300 funciones de la PRL, de las cuales la proliferacion y
diferenciacion de células epiteliales mamarias, la lactancia y la promocion de la neurogénesis
son las principales, ademas de funciones de osmorregulacion, inmunorregulacion,

metabolicas y reproductivas (Bernard et al., 2019; Binart et al., 2010).

La PRL actia a través de su receptor transmembranal, presente en células de la glandula
mamaria, células B pancreaticas, adipocitos y células del sistema inmune (Gorvin, 2015;
Recalde et al., 2018). El receptor de PRL (R-PRL) es un receptor de citocinas tipo I,
conformado por un dominio extracelular para la union del ligando, una porcion transmembrana
helicoidal y una region intracelular. EI gen que codifica para el R-PRL humano se localiza en
el cromosoma 5, mientras que en el ratdn se localiza en el cromosoma 15. En mamiferos, el
gen del R-PRL presenta aproximadamente 10 exones y un tamafio total mayor a 100 kb
(Bernard et al., 2019; Binart et al., 2010; Bole-Feysot et al., 1998)

Mouse
L S1 S2 S3

Disulphide
D1 bonds

D2
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Fig.6.- Isoformas del R-PRL de ratén. El R-PRL se encuentra conformado por un dominio extracelular que
incluye a la vez dos dominios de unién (D1 y D2), un dominio transmembranal idéntico en todas las especies y
un dominio intracelular de longitud y composicién variable. D1: dominio de union 1; D2: dominio de unién 2; L:
isoforma larga; S1,2,3: Isoformas cortas; TM: dominio transmembranal; WS: motivo serina-triptéfano (modificado
de Bernard et al., 2015).
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A través de splicing alternativo se generan varias isoformas diferentes del R-PRL,
caracterizadas por dominios extracelulares idénticos pero que difieren en el tamafio y la
secuencia de la porcién intracelular, los cuales cuentan con diferentes propiedades de
sefalizacion. En ratén se conocen 4 isoformas del R-PRL, una larga de 608aa y tres cortas
de 303, 292 y 310aa (Fig.6) (Bole-Feysot et al., 1998; Davis & Linzer, 1989).

El dominio extracelular del R-PRL se caracteriza por dos pares de puentes disulfuro entre
residuos de cisteina en su subdominio D1 y un motivo WS (Tpr-Ser-x-Tpr-Ser) localizado en
el subdominio D2, ambos esenciales para un adecuado plegamiento y unién con su ligando.
Se desconoce el papel del dominio transmembrana en la activacion del R-PRL, pero el dominio
intracelular es diferente entre las diversas isoformas, excepto por 2 regiones relativamente
conservadas, denominadas caja 1 y caja 2. La caja 1 es un motivo rico en prolinas localizado
cerca de la membrana, mientras que la caja 2 estda menos conservada y ausente en la isoforma
corta, consiste en una sucesion de residuos hidrofobos negativos seguidos de residuos

positivos (Bernard et al., 2015; Freeman et al., 2000)

El R-PRL puede asociarse con tres tipos de ligandos: la hormona del crecimiento, lactogeno
placentario y la misma PRL. Su activacion inicia con una dimerizacién secuencial inducida por
el ligando, en el caso de PRL el sitio de union 1 interactia con una molécula del R-PRL y
posteriormente el sitio de union 2 de la misma molécula de PRL interacciona con la segunda
molécula del R-PRL. ElI R-PRL no cuenta con actividad tirosina cinasa intrinseca, pero
sefaliza a través de proteinas citoplasmaticas, un ejemplo de ellas es JAK2 (Bernard et al.,
2019; Freeman et al., 2000).

Como se observa en la figura 7, la isoforma larga puede sefializar a través de la via JAK/Stat,
PISK/AKT y MAPK, activando la expresion de genes involucrados en diferenciacion,
proliferacion y supervivencia celular; mientras que, la isoforma corta solo sefializa a traves de
las rutas PI3K/AKT y MAPK (Bernard et al., 2019).
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Fig.7.- Sefializacién de las isoformas del R-PRL. La activacion del R-PRL por su ligando sefializara
dependiendo la isoforma presentada. La isoforma larga sefaliza a través de JAK/Stat, PISK/AKT y MAPK
(iniciada por los intermediarios Shc / Grb2 / Sos / Ras / Raf), mientras que la isoforma corta sefializa solo
por las vias PISK/AKT y MAPK. La fosfatasa PTEN actia como regulador negativo de PI3K (modificado
de Binart et al., 2010) .

ANTECEDENTES

Prolactinay Lupus Eritematoso Sistémico

Se ha demostrado que los pacientes con LES tienden a presentar niveles elevados de PRL
sérica que se ha asociado con el LES activo (Leafios-Miranda et al., 2001; Rezaieyazdi &
Hesamifard, 2006;Jara et al., 2017). Se ha favorecido el estudio de LES en modelos de ratdn

gue desarrollan manifestaciones clinicas similares a esta autoinmunidad.

A través de estos modelos de LES, se ha mostrado que la hiperprolactinemia se asocia con
mayores concentraciones de autoanticuerpos de isotipo 1gG, autoanticuerpos antinucleares,
inmunocomplejos y presencia de glomerulonefritis, factores que aceleran la actividad del LES
(Jara et al., 2017). En ratones hembra de la cepa NZBxXNZW F1 que fueron administrados con
bromocriptina (BRC), un agonista dopaminérgico, se asocié una disminucion de la actividad

del LES y un incremento en la sobrevida de los ratones (McMurray, 2001).

En nuestro grupo de trabajo, se ha tratado de comprender el papel de la PRL en el desarrollo
del LES utilizando ratones MRL/Ipr. Se ha demostrado de manera ex vivo que los linfocitos B-
GCy Tfh expresan la isoforma larga del R-PRL tanto en las cepas que desarrollan LES como
en la cepa control (C57BL/6) (Aleman-Garcia et al., 2021; Carreon, 2019). En los linfocitos Tfh
de los ratones que desarrollan LES la expresion del receptor es mayor e incrementa conforme
a la edad, presentando un patron diferente con respecto a la cepa control. (Aleman-Garcia
et al., 2021).

Asimismo, se ha identificado de manera ex vivo el incremento gradual de linfocitos Tth
respecto a la edad en ratones MRL/Ipr en comparacién con la cepa control. Se ha identificado
la correlacion tanto de numeros absolutos como porcentaje respecto al incremento de
linfocitos Tfh, la presencia de proteinuria y el incremento de anticuerpos antinucleares que
inducen dafio renal en los ratones MRL/Ipr. Mientras que de manera in vitro la PRL incrementa
la activacion de los Tfh que expresan moléculas de coestimulacién como OX40, e igualmente,

incrementa el nUmero absoluto de Tfh secretores de IL-21 en ratones MRL/Ipr (Aleméan, 2020).
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Por otro lado, en la cepa MRL/Ipr se ha determinado que la PRL rescata a los linfocitos B
inmaduros de la apoptosis, ya que promueve la transcripcion de genes anti-apoptéticos
principalmente de la familia Bcl-2 y a Birc5, incrementando el desarrollo y manifestaciones de
la enfermedad al mantener células con potencial autorreactivo. Ya que el gen Birc5 puede
actuar como gen anti-apoptotico o favorecer la proliferacién (Gil-Kulik et al., 2019;Flores-
Fernandez et al., 2016). Para el mantenimiento ciclico de los centros germinales también se
ha descrito la participacion de c-myc, quien es capaz de inducir la expansion de los centros
germinales a través de la proliferacion y renovacion celular (Ramezani-Rad et al., 2020).
También, se ha relacionado la participacién de la PRL en la activacion de c-myc y la
consecuente supervivencia celular de células linfoides (Dominguez-Céaceres et al., 2004).

La PRL también incrementa el porcentaje de diferenciacién a B-GC, la proliferacion de estos
linfocitos, la secrecion de IL-6, el porcentaje de diferenciacidbn a células plasmaéticas e
incrementa la expresion del factor de transcripcidn IRF4, que favorece la diferenciacion de
linfocitos B-GC a células plasméticas (Carreon, 2019). Ademas, existe un incremento en la
concentracion de autoanticuerpos anti-dsDNA en ratones que desarrollan LES (Legorreta-
Haquet et al., 2013).

Sin embargo, no se conoce la via de sefalizacién que puede activar la PRL en los linfocitos
Tfth y B-GC que nos pueda ayudar a entender el efecto de activacion en linfocitos
autorreactivos. Por lo que con este proyecto se propone determinar la via de sefalizacion que
activa la PRL, asi como los genes que modula a través de la interaccion con su receptor

expresado en Tfhy B-GC en un modelo de ratén que desarrolla LES.

JUSTIFICACION

El LES es una enfermedad multifactorial, cronica y autoinmune que afecta la calidad de vida
de los pacientes, se caracteriza por la presencia de clonas autorreactivas y la generacion de
autoanticuerpos que forman inmunocomplejos que se depositan en diversos Organos
induciendo inflamacién y dafio tisular, incrementando las manifestaciones clinicas de la

enfermedad hasta generar un dafio sistémico.

Utilizando la cepa de ratbn MRL/Ipr que desarrolla LES, se ha determinado que ante
concentraciones elevadas de PRL se favorece el incremento de autoanticuerpos anti-dsDNA
de isotipo IgG, resultando en manifestaciones de la enfermedad mas tempranas y severas.

De aqui la relevancia de comprender la sefializaciéon de PRL en linfocitos Tth y B-GC, ya que
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la interaccion entre estas células es importante para la diferenciacion de células plasméaticas
productoras de autoanticuerpos. El conocimiento de los mecanismos moleculares de
regulacion de los linfocitos Tth y B-GC a través de PRL, servird de base para probar en el
futuro terapias para tratar el LES con antagonistas del R-PRL y/o moléculas involucradas en

su sefalizacion.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia de LES es mayor en mujeres, por lo que se sugiere una asociacion con los
niveles de hormonas sexuales como la PRL. Se ha identificado una correlacion con el LES
activo y los niveles séricos elevados de PRL tanto en pacientes como en modelos de raton.
En ratones de la cepa MRL/Ipr se ha evidenciado un aumento de la expresion del R-PRL en
linfocitos Tfh. Asimismo, la PRL rescata de la apoptosis a los linfocitos B inmaduros
(autorreactivos) favoreciendo la maduracion de clonas autorreactivas e incrementa el
porcentaje de linfocitos B-GC, asi como de células plasméticas. Ademas, las concentraciones
séricas de PRL en LES correlacionan con el incremento de autoanticuerpos de isotipo 19G
anti-dsDNA.

Ya que los linfocitos Tth y B-GC, también se encuentran incrementados en esta cepa de raton,
es posible que se esté favoreciendo la diferenciacion de células plasmaticas productoras de
autoanticuerpos. Por lo que identificar la via de sefializacién inducida por PRL en ambos tipos
celulares, Tth y B-GC, en un modelo murino con LES permitira una mayor comprension del

desarrollo de la enfermedad, surgiendo con ello la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cudl es la via de sefializacion inducida por PRL en los linfocitos Tth y B-GC de ratones
MRL/lpr que desarrollan LES?
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HIPOTESIS

La PRL sefalizara a través de STATs, AKT y/o ERK en linfocitos Tth y B-GC de ratones
MRL/lpr que desarrollan LES

La PRL através de la sefializacion de STATs, AKT y/o ERK en linfocitos B-GC, desencadenara

la activacion de genes involucrados en su proliferacion en ratones MRL/Ipr que desarrollan
LES.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la(s) via(s) de sefializacion del R-PRL en linfocitos Tth y B-GC, asi como los genes
gue se ven afectados en los linfocitos B-GC en ratones MRL/Ipr que desarrollan LES.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Evaluar el efecto de la PRL en la sefializacion de STATs y AKT en los linfocitos Tth de ratones

MRL/Ipr que desarrollan LES y de la cepa control C57BL/6.

. ldentificar la isoforma del R-PRL en los linfocitos B-GC diferenciados in vitro de ratones

MRL/lpr.

. Evaluar el efecto de la PRL en la sefalizacion de STATs, AKT y ERK en los linfocitos B-GC
de ratones MRL/lpr que desarrollan LES y de la cepa control C57BL/6.

. Determinar los genes inducidos por la interaccion de PRL con su receptor en los linfocitos B-
GC de ratones MRL/Ipr que desarrollan LES.

. Identificar la produccién de PRL en los linfocitos B-GC
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos propuestos, se utilizaron ratones MRL/Ipr que desarrollan LES
y ratones C57BL/6 como grupo control. Los ratones se utilizaron de 8 y 9 semanas de edad
cuando los ratones MRL/lpr aun no presentan manifestaciones de la enfermedad. Se
obtuvieron células de bazo y se purificaron linfocitos T y B. Los linfocitos purificados se
diferenciaron in vitro a linfocitos Tth y B-GC durante 48 h en incubacion con anticuerpos que
favorecen su diferenciacion. En los linfocitos diferenciados se identifico el efecto de la PRL a

través de técnicas de citometria de flujo, RT-PCR tiempo real e inmunofluorescencias (Fig.8).

MRL/lpr y C57BL/6

8-9 semanas

Extraccidon de células de bazo
1

1!

Purificacién de linfocitos
/ T naive /L — = —/ B totales /

], Diferenciacién |

Anti CD3 2.5 pg/mL 48 hrs.

Anti CD28 2.5 ug/mL

IL-6 10 ng/mL

11-21 10 ng/mL Anti- IgM 2.5 pg/mL

a IFNy 10 pg/mL Anti-CD40 2.5 pg/mL
all-4 10 pg/mL

o TGF-B 20 ng/mL

. ., B-CG
Uk Estimulacién con PRL
2
IDENTIFICACION DE LA VIA DE SENALIZACION IDENTIFICACION DE LA ISOFORMA DEL R-PRL Y IDENTIFICACION DE LA PRODUCCION DE PRL A
UTILIZANDO CITOMETRIA DE FLUJO EXPRESION GENICA UTILIZANDO RT-PCR EN TIEMPO TRAVES DE INMUNOFLUORESCENCIAS

REAL

Fig.8.- Estrategia experimental

En linfocitos Tfh y B-GC diferenciados in vitro de ratones MRL/lpr y C57BL/6 se analizé la via de
sefializacion inducida por la PRL. En los linfocitos B-GC de ratones MRL/Ipr también se identifico la
isoforma del R-PRL y la expresiéon de BIRC5 y c-myc a nivel de ARNm, asi como la produccion de PRL.
Para los experimentos se utilizd citometria de flujo, RT-PCR tiempo real e inmunofluorescencias. Para
resultados complementarios se utilizo la linea celular Nb2-11 dependiente de PRL para su proliferacion.
Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 37°C y 5% de CO..
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MATERIALES Y METODOS

Hormona

Se utiliz6 PRL recombinante de raton (AFP-405C; National Hormone and Peptide Program,
NIH). Cabe mencionar que la concentracion utilizada en todo el trabajo experimental fue
Unicamente de 50ng/mL, de acuerdo con los datos previos de mi grupo de trabajo respecto a
las curvas dosis-respuesta de PRL en los linfocitos Tth y B de centro germinal.

Linea celular

Para comprobar la bioactividad de la PRL, se realiz6 un bioensayo (descrito posteriormente)
con la linea celular Nb2-11 (ECACC, catalogo no. 97041101). El bioensayo se realizé con la
Unica finalidad de comprobar el buen estado de la hormona para poder realizar todos los
experimentos del trabajo experimental en los que se utiliza la PRL recombinante de raton. Las
células Nb2-11 son un clon de la linea de linfoma de rata Nb-2, que se derivé de un trasplante
de linfoma después de un tratamiento prolongado con estrogenos. Las células son linfocitos
pre-T dependientes de hormonas lactogénicas, como la PRL, para el crecimiento celular. La
linea celular se mantuvo en medio RPMI 1640 (Gibco, USA) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (ATCC, USA) previamente inactivado, 1% antibiéticos (Invitrogen, USA), 1%
piruvato de sodio (Hyclone, USA) y 0.1% [(3-mercaptoetanol (Invitrogen, USA). Se mantuvieron
en incubacion a 37°C y 5% de CO..

Modelo de estudio

Como cepa control se utilizé la cepa C57BL/6 (Harlan, USA), mientras que como cepa que
desarrolla LES se utilizé la MRL/lpr (The Jackson Laboratory, USA) de 8 a 9 semanas (periodo
previo al inicio de los sintomas de la enfermedad). Los ratones MRL/Ipr y C57BL/6 se
reprodujeron y mantuvieron en condiciones libres de patdgenos, en cajas de policarbonato de
piso sélido con micro-aislador, con fotoperiodos de 12 horas de luz por dia y temperatura
ambiente de 22-23°C. Se les proporcioné alimento (18% de proteina cruda, 6% de grasa cruda
y no mas de 3% de minerales) y agua estéril a libre acceso; asi como los cuidados y la atencién
veterinaria especificada en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, la Ley General
de Salud y las disposiciones del bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas”. Para realizar los experimentos los ratones se transportaron en
compartimentos cerrados y especiales para el transporte de roedores, hechos de plastico

resistente con pequefias ventilaciones cubiertas con micro-aisladores con las caracteristicas
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segun la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 al Bioterio del Centro Médico Nacional
Siglo XXI.

Obtencioén de células de bazo

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical segun la NOM062-Z0O0-1999. Se obtuvo
el bazo de cada ratén. Las células se obtuvieron inyectando el bazo con solucién salina estéril
(PiSA, México) y se procedié a disgregar el tejido en un colador de nylon de 70 um (Falcon,
USA). Las células se centrifugaron (1200 rpm / 10 minutos), se decanto el sobrenadante y se
procedid a lisar eritrocitos con buffer de lisis (Sigma Aldrich, USA) durante 2 minutos; la
reaccion se detuvo incorporando solucion salina estéril fria. Después de centrifugar a 1200
rpm durante 10 minutos, las células se resuspendieron en 10 mL de solucién salina estéril y

se procedio a contarlas con azul tripano utilizando una camara de Neubauer.
Purificacién de linfocitos T naive y B totales

A partir de células provenientes de bazo, se purificaron por seleccién negativa los linfocitos T
naive y B totales. Para las células T CD4 naive se utilizé el kit MojoSort ™ Mouse CD4 naive
T Cell Isolation Kit (BioLegend, USA) de acuerdo con las condiciones del fabricante. Mientras
que, para los linfocitos B totales las células se incubaron con el anticuerpo anti-CD43
conjugado a perlas magnéticas (Miltenyi Biotec, Alemania), a 4°C por 15 minutos. Las
muestras se lavaron y pasaron por una columna de separacion MACS LD (Miltenyi Biotec,

Alemania).
Diferenciacion de linfocitos Tfh in vitro

Los linfocitos T CD4 naive purificados se cultivaron en medio TexMacs libre de suero (Miltenyi
Biotec, Alemania), se estimularon con 2.5ug/mL de anti-CD3 (clona 145-2C11, eBioscience,
USA) y 2.5ug/mL de anti-CD28 (clona 37.51, eBioscience, USA), asi como los anticuerpos a-
IL-4 (10pg/mL; clona 11B11, eBioscience, USA ), a-TGF-B (20ng/mL; Peprotech, USA) y a-
IFNy (10pg/mL; clona XMG12, eBioscience, USA) que bloquean la polarizacion a los perfiles
Th2, Th1l7 y Thl, respectivamente. También se incorporaron las citocinas IL-6 (10ng/mL;
Miltenyi Biotec, USA ) e IL-21 (10ng/mL; Miltenyi Biotec, USA). El cultivo se incub6 durante 48
horas a 37°C, 5% COa.

Diferenciacién de linfocitos B-GC in vitro
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Los linfocitos B totales purificados se cultivaron en medio TexMacs libre de suero (Miltenyi
Biotec, Alemania), se estimularon con anti-lgM (2.5 pg/mL; Jackson Inmuno Research, USA)
y anti-CD40 (2.5 pg/mL; Miltenyi Biotec, Alemania). El cultivo se incubé durante 48 horas a
37°C, 5% COs..

Tincion para linfocitos Tfhy B-GC

Los linfocitos Tfhy B-GC diferenciados, se lavaron con FACS buffer y se incubaron durante 15
minutos a temperatura ambiente con el marcador de viabilidad Ghost Dye Red 780, APCCy7
(Tonbo Biosciences, USA). Las muestras celulares se fijaron con paraformaldehido al 2%. Los
linfocitos Tfh se incubaron con anticuerpos conjugados con fluorocromos dirigidos contra
determinantes especificos, por lo cual se us6é anti-CD4 PE-Cyanine5 (clona RM4-5;
eBioscience, USA), anti-CD185 (CXCR5) PE-Cyanine7 (clona SPRCLS5; eBioscience, USA) y
anti-PD-1 APC (clona J43; eBioscience, USA); mientras que, para identificar a los linfocitos B-
GC, los linfocitos B diferenciados se incubaron con los anticuerpos conjugados con
fluorocromos dirigidos hacia CD19-FITC (clona 1D3; BioLegend, USA ) y GL-7-eFluor 450
(clona G-L7;Invitrogen, USA) . Las tinciones se incubaron 20 minutos a 4°C en oscuridad. Los
eventos celulares fueron adquiridos mediante el citdmetro MACSQuant Analyzer 10 (Miltenyi

Biotec, Alemania), y los resultados obtenidos se analizaron con el software Flowjo 10.
Tincion para STAT's, AKT y ERK

Se realizd un recambio de medio en los linfocitos Tfhy B-GC diferenciados, por lo cual a las
48 horas de diferenciacion se incubaron con medio fresco TexMacs durante 8 horas. Posterior
a este periodo de tiempo se incorporé PRL (50ng/mL) o medio y se incubaron durante 30
minutos. Al término de la incubacidn, los linfocitos se fijaron con paraformaldehido al 2%. Se
realizo tincion de superficie para identificar a los linfocitos Tfth y B-GC, posteriormente se
permeabilizaron durante 30 minutos a 4°C, con Perm Buffer Il de BD Phosflow (BD
Biosciences, USA) para medir la fosforilacion de STATs y con IC Fixation Buffer (eBioscience,
USA) para medir la fosforilacion de AKT y ERK. Las muestras se lavaron e incubaron con los
anticuerpos anti-pSTAT1-PE (clona A15158B; Biolegend, USA), anti-pSTAT3-PE (clona 13A3-
1; Biolegend, USA), anti-pSTAT5-PE (clona SRBCZX; eBioscience, USA), anti-pAKT-PE
(clona REA359; Miltenyi Biotec, Alemania ) y anti-pERK1/2-PE (clona 6B8B69; Biolegend,
USA,), durante 30 minutos a 4°C. Las muestras se lavaron y leyeron en el citometro MACS
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Quant (Miltenyi Biotec, Alemania). Los resultados obtenidos se analizaron a través del
software Flowjo 10.c vfdb

Inhibicion de pSTAT3 en linfocitos Tfh

Para comprobar que PRL se encuentra sefializando a través de pSTAT3 en linfocitos Tfh
diferenciados in vitro de ratones de la cepa MRL/Ipr de 8 a 9 semanas de edad, se procedi6 a
preincubar a los linfocitos Tfh de la cepa MRL/Ipr y de la cepa control C57BL/6 posterior a las
8 horas de incubacion con medio fresco TexMacs, con el inhibidor Stattic (10 uM; Sttatic Cell
Signaling, USA) durante 30 minutos. Posteriormente los linfocitos Tfh se incubaron con PRL
(50ng/mL) o medio TexMacs. Las muestras se fijaron con paraformaldehido 2% y se realizo
una tincion con anticuerpos acoplados a fluorocromos para identificar la poblacion de linfocitos

Tfh y la fosforilacion de STAT3, a través de citometria de flujo.
Extraccion de ARN

Se purificaron y diferenciaron durante 48 horas linfocitos B totales de bazo de ratones MRL/Ipr
y C57BL/6 a linfocitos B-GC. Los linfocitos B presentaron una pureza del 93-96% segun se
define mediante la tincion con anticuerpos dirigidos hacia CD19-FITC (clona 1D3; BioLegend,
USA), asi como una viabilidad del 95% inmediatamente después de la purificacién y del 60-
73% a las 48 horas en cultivo de acuerdo con la tincion con el marcador de viabilidad Ghost
Dye Red 780, APCCy7 (Tonbo Biosciences, USA).

Se agreg6 1 mL de TRIzol (Invitrogen, USA) por cada 300x10° linfocitos B-GC. Posteriormente
se adicionaron 10 pL de glicégeno. Las muestras se homogeneizaron y se incubaron en hielo
durante 5 minutos. Se incorporaron 200 pL de cloroformo (Sigma Aldrich, USA), se
homogeneiz6 y las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 20 minutos. Se recupero
la fase acuosay se coloco en un tubo estéril. Se adicionaron 550 pL de isopropanol (J.T Baker,
USA) vy las muestras se incubaron durante toda la noche a -20°C. Posteriormente se
centrifugaron a 12,000 rpm durante 20 minutos y se eliminé el exceso de isopropanol; el boton
obtenido se lavé con 1 mL de etanol (Sigma Aldrich, USA) al 75% y se centrifug6 a 6,000 rpm
durante 10 minutos 2 veces. El ARN se resuspendioé en 12 uL de agua inyectable estéril, se
cuantificd y evalud su pureza utilizando el espectrofotometro GeneQuant Pro (Gemini BV,

Holanda).

RT-PCR tiempo real
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Para identificar la expresion de la isoforma del R-PRL y de los genes inducidos por la PRL en
los linfocitos B-GC se realiz6 RT-PCR tiempo real. A partir de ARN se generd ADNCc utilizando
ProtoScript Il Reverse Transcriptase (New England BioLabs, USA). Se utilizdé p-actina como
gen constitutivo, el par de primers utlizados fue el siguiente: fwd %
GTGGTACGACCAGAGGCATAC 3’ y rev 5 AAGGCCAACCGTGAAAAGAT 3. Los primers
de las isoformas del R-PRL, de Birc5 y c-myc fueron los siguientes:

Birc5: fwd 5 CATCTGCTTGACAGTGAGG 3’y rev 5 CCCGATGACAACCCGATA 3

c-myc: fwd 5 GCGACTCTGAAGAAGAGCAAG 3’y rev 5 GCCTCGGGATGGAGATGAG &
R-PRL isoforma larga: fwd &5 AAAGCTGGCCAGATCTTTCTC 3 y rev 5%
GCTTGAGGAATCAGCCAAGA 3

R-PRL isoforma corta: fwd 5 GGATGGTTTCACAATCCACA 3 y rev ¥
GAGCACAAGAACAGGGGAAA 3

Las muestras se corrieron en el termociclador LightCycler 1l (Roche) utilizando FastStart
Essential DNA Green Master (Roche, Alemania). Las temperaturas utilizadas en el paso de
alineamiento para Birc5 y las isoformas del R-PRL fue de 60 °C y para c-myc de 58 °C. La
curva de fusiéon al término de la PCR indicé que las diferentes muestras que contenian el
mismo par de primers, tienen temperaturas de fusion del amplicon coincidentes. La expresion
relativa se calcul6 utilizando la férmula 2-24¢t,

Bioensayo de células Nb2-11

El bioensayo de la linea celular Nb2-11 se realiz6 como se describid por Tanaka et. al. (1980).
Las células se incubaron durante 24 h con RPMI 1640 (Gibco, USA) suplementado con 1% de
suero fetal bovino (ATCC, USA) previamente inactivado con calor, 1% de antibiéticos
(Invitrogen, USA), 1% de piruvato de sodio (Hyclone, USA) y 0.1% de B-mercaptoetanol
(Invitrogen, USA) para sincronizar el ciclo celular. Posteriormente, las células se lavaron con
PBS/BSA al 0.1%, se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos y se incubaron con 1uM
de CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Invitrogen, Cal, USA) durante 20 minutos a
37°C en movimiento continuo (500 rpm). Se detuvo la reaccion adicionando PBS/BSA al 0.2%
frio. Las células se lavaron con medio TexMacs (Miltenyi Biotec, Alemania) y la reanudacion
de su ciclo celular se logré mediante la adicion de concentraciones crecientes de PRL de ratén
recombinante. Se incubaron alrededor de 80,000 células durante 72 h con medio TexMacs y
con diferentes concentraciones de PRL para realizar una curva dosis-respuesta en la linea

celular Nb2-11 que compruebe la eficacia de la hormona. La concentraciones utilizadas fueron
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las siguientes: 50ng/mL, 14 ng/mL, 7 ng/mL, 3.5 ng/mL, 1.75 ng/mL, 0.875 ng/mL, 0.438
ng/mL, 0.219 ng/mL y 0.109 ng/mL. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 37°C y 5%
de COa..

Proliferacion de células Nb2-11 con sobrenadantes de linfocitos B-GC

La bioactividad similar a la PRL se evalu6 con sobrenadantes de células B-GC diferenciadas
in vitro durante 48 h con 2.5 pg/ml, 5 pug/ml y 10 pg/ml de anti-IgM (Jackson Inmuno Research,
USA) y anti-CD40 (Miltenyi Biotec, Alemania) durante 72 h a 37°C y 5% CO:.. El efecto de los
sobrenadantes sobre la proliferacion de células Nb2-11 también se analiz6 con CFSE.

Inmunofluorescencia de células B-GC

Se utilizaron células B-GC diferenciadas in vitro con 2.5, 5y 10 ug/mL de IgM y CD40. Las
células se colocaron directamente en portaobjetos de vidrio cargados. Se fijaron y
permeabilizaron durante 15 minutos a 4°C con BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, Cal,
USA) y se incubaron con los siguientes anticuerpos durante toda la noche a TA: anti-
mProlactina biotinilado (R&D SYSTEMS, MN, USA) y anti-CD19 FITC (clona 6D5; Miltenyi
Biotec, Alemania). Posteriormente, los portaobjetos se incubaron durante 2 h a temperatura
ambiente con los siguientes anticuerpos secundarios: anti-rata IgG(H+L) AF488 (Jackson
Immuno Research,West Grove, USA) y estreptavidina APC. Los nucleos se tifieron con
Hoechst (Invitrogen, Cal, USA) durante 10 min y los portaobjetos se montaron con Vectashield
(Vector Laboratories, CA, USA). Las imagenes se adquirieron en un microscopio confocal
invertido Nikon Ti Eclipse (Nikon, ME, NY, USA) utilizando NIS Elements v.4.50. La obtencion
de imagenes se realiz6 utilizando una lente de objetivo de 20x (dry, NA 0.8). Las imagenes se

analizaron utilizando el software FIJI ImageJ.
Andlisis estadistico

Los resultados se describieron de acuerdo con la distribucion de los datos en promedio y
desviacion estandar. Los datos se compararon mediante la prueba de t student y las
diferencias entre grupo se determinaron utilizando la prueba ANOVA seguido de una prueba
de Tukey. Se considero significativo un valor de p<0.05. El analisis estadistico de los datos se
realiz6 utilizando el software GraphPad Prism 8.0.
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RESULTADOS

Curva dosis-respuesta de PRL en la linea celular Nb2-11

Se procedié a comprobar la bioactividad de la PRL recombinante de raton en la linea celular
Nb2-11. Ya que la linea celular es dependiente de PRL para su proliferacion, a través de la
incorporacion de carboxifluoresceina (CFSE), un marcador Gtil para la divisiéon celular, se
identificd un incremento gradual en el porcentaje de proliferacién de las células Nb2-11 a

través de una serie de concentraciones crecientes de PRL.

Como se observa en la figura 10A, las células Nb2-11 alcanzan hasta un 95.3 + 0.70 % de
proliferacion cuando son incubadas con 50ng/mL de PRL, seguido de la consecuente
disminucion de la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de la CFSE (X 761 + 28.28) (Fig.
9B). La representacion grafica de dichos datos se puede observar en el histograma de la figura
10C, donde las células Nb2-11 tienen menor IMF de CFSE por cada ciclo de proliferaciéon
dependiente de la concentracion de PRL respecto al tiempo cero (TO) cuando las células aun

no proliferan.
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Fig.9.- Proliferacion de la linea celular Nb2-11 inducida por una curva dosis-respuesta de PRL. Las
células se incubaron durante 72 h con diferentes concentraciones de PRL y medio TexMacs libre de
suero. A) Porcentaje de proliferacion de las células Nb2-11 a través de una serie de diluciones crecientes
de PRL; B) IMF de CFSE respecto a la proliferacién de células Nb2-11 estimuladas con PRL; C)
Representacion por histogramas de la proliferaciéon de células Nb2-11 y la subsecuente disminucién de
CFSE; n=3.
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La PRL favorece la sefializacion de STAT 3 en los linfocitos Tfh

Una vez que se comprobd una adecuada funcion bioldgica de la PRL, se decidio realizar los
experimentos de sefalizacion. Se determind la via de sefalizacion inducida por PRL en
linfocitos Tfh diferenciados de manera in vitro, se evalud la fosforilacion de STAT1 (pSTAT1),
STAT3 (pSTATS3), STATS (pSTATS), y AKT (pAKT). Los linfocitos T naive de ratones MRL/Ipr
y C57BL/6 de 8 semanas se diferenciaron a Tfh durante 48 h en presencia de IL-6 e IL-21,
citocinas que sefializan a través de la via JAK/STAT3 (Wu et al., 2018) , por lo cual las células
se dejaron incubar en medio sin estimulo durante 8 horas antes de colocar la PRL, con el fin
de quitar el microambiente que pudiera afectar la veracidad del experimento. La identificacion
de las fosfoproteinas se determiné a través de citometria de flujo, por lo cual se utilizo la

estrategia de andlisis que se observa en la figura 10.
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Fig.10.- Estrategia de analisis utilizada en linfocitos Tfh. Los linfocitos Tth diferenciados in vitro
durante 48 horas de la cepa de raton MRL/Ipr y C57BL/6 de 8 semanas se marcaron con anticuerpos
acoplados a fluorocromos dirigidos hacia CD4, PD1 y CXCRS5. El analisis se realiz6 seleccionando los
eventos simples. Por tamarfio (FSC-A) y granularidad (SSC-A), se selecciond la poblacién de linfocitos y
de ahi la region de linfocitos CD4+. De la region de linfocitos CD4* se selecciond la region de linfocitos
Tth por el fenotipo PD1*CXCR5*, en la cual se determiné la fosforilacion de STATs y AKT.
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Los resultados obtenidos mostraron un incremento de pSTATS3 en los linfocitos Tfh de ratones
MRL/lpr estimulados con PRL. El porcentaje de linfocitos pSTAT3+ estimulados con PRL (X
11.03 £ 1.28), fue mayor en comparacion con los linfocitos que se incubaron so6lo con medio
(X 9.05 + 1.70). Para confirmar que la sefializacién del R-PRL sea inducida por STAT3, los
linfocitos se pre-incubaron con el inhibidor “Stattic” de esta fosfoproteina seguido del estimulo
con PRL, encontrandose asi una disminucién del porcentaje de linfocitos pSTAT3+ (X 8.11 +
1.30) (Fig.11).

La IMF de pSTAT3 (X 567.33 + 58.47) también se encontré incrementada cuando se estimul6
con PRL respecto a los linfocitos incubados con medio (X 476.67 + 17.94). El efecto se vio
revertido con el inhibidor de pSTAT3 (X 479.33 + 33.97), a comparacién de las células
estimuladas solamente con PRL. En los linfocitos de los ratones de la cepa control C57BL/6
no hubo cambio alguno de la IMF cuando los linfocitos se incubaron con medio (X 507.83 +
29.65) y con PRL (X 476.67 + 35.93). Sin embargo, cuando los linfocitos se pre-incubaron con
Stattic, la IMF de pSTAT3 se encontré disminuida (X 439.83 + 11.87) (Fig.12).
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Fig.11.- PRL incrementa el porcentaje de linfocitos Tfh pSTAT3+. Incremento del porcentaje de
linfocitos diferenciados in vitro de la cepa que desarrolla LES (MRL/Ipr) y la cepa control (C57BL/6). A)
Porcentaje de linfocitos Tfh pSTAT3+ con medio, con PRL (50ng/mL) y con el inhibidor stattic mas PRL
(50ng/mL). B) Dot Plot representativo del porcentaje de linfocitos pSTAT3+ estimulados con PRL. n=6
*p < 0.05.
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Fig.12.- PRL incrementa la IMF de pSTATS3 en linfocitos Tfh. Identificacién de la fosforilacion de STAT3
en linfocitos Tth diferenciados in vitro de la cepa MRL/Ipr que desarrolla LES y la cepa control C57BL/6. A)
IMF de pSTAT3 con medio, con PRL (50ng/mL) y con el inhibidor stattic mas PRL (50ng/mL), B) Histograma
representativo del incremento de la IMF de pSTAT3 a través de la PRL en la cepa MRL/Ipr. n=6 *p < 0.05.

Por otra parte, como se observa en la figura 13, no se encontré un incremento de la
fosforilacion de STAT1, STAT5 y AKT de los linfocitos estimulados con PRL con respecto a

aguellos linfocitos no estimulados.
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Fig.13.- PRL no incrementa pSTATL, pSTAT5 y pAKT en linfocitos Tfh. IMF de pSTAT1, pSTATS5 y
PAKT en linfocitos Tth diferenciados in vitro de la cepa MRL/Ipr. La grafica representa datos
normalizados respecto a los linfocitos no estimulados. n= 6.
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Los linfocitos B-GC expresan principalmente la isoforma larga del R-PRL
Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se identificd la isoforma larga del R-PRL en
linfocitos B-GC provenientes de ratones MRL/lpr de 18 semanas de edad, ratones que ya
presentan manifestaciones del LES; los linfocitos se obtuvieron de manera ex vivo. Para
confirmar los resultados anteriores, aqui se decidié identificar la expresion de la isoformas del
R-PRL a nivel de ARNm en los linfocitos B-GC diferenciados in vitro, provenientes de linfocitos
B de bazo de ratones MRL/Ipr de 9 semanas de edad, encontrando igualmente una mayor
expresion de la isoforma larga del R-PRL. Se encontré que los linfocitos B-GC diferenciados
in vitro tienen mayor expresién de la isoforma larga (X 19.05 + 11), respecto a la isoforma
corta (X 0.96 + 0.3) (Fig.14).
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Figura 14. Expresion relativa de las isoformas del R-PRL en los linfocitos B-GC diferenciados in
vitro. A partir de linfocitos B-GC diferenciados sin PRL se realizd RT-PCR tiempo real para determinar la
isoforma que se esta expresando en estas células. Se observa un incremento significativo de la expresion
relativa de la isoforma larga en linfocitos B-GC de ratones MRL/Ipr de 9 semanas.
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La PRL favorece la sefializacion de STAT 1 en los linfocitos B-GC.

Para identificar la via de sefializacion que activa la PRL al unirse con su receptor en los
linfocitos B-GC diferenciados de manera in vitro, se analizo la fosforilacion de tres miembros
de la familia STAT: STAT1, STAT3y STAT5, ademas de la fosforilacion de las proteinas ERK
(PERK) y AKT (pAKT). Después de 48 horas de diferenciacion, se realizé un recambio de
medio y las células se incubaron durante 8 horas antes de colocar el estimulo de PRL, para
tratar de evadir respuestas de ese microambiente. Los resultados se obtuvieron a través de
citometria de flujo. La estrategia de analisis utilizada para citometria de flujo se observa en la
figura 15, en donde se eligio la poblacion diferenciada de linfocitos B-GC, para determinar el

porcentaje y la IMF de las proteinas fosforiladas involucradas en la sefializacion de la PRL.
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Figura 15. Estrategia de andlisis en linfocitos B-GC diferenciados in vitro. Se tomaron los eventos
sencillos, posteriormente por tamafo (FSC-A) y granularidad (SSC-A) se seleccioné la region de linfocitos y
de ahi se selecciond la region para los linfocitos B-GC de acuerdo con el fenotipo CD19+GL7+ (recuadro
rojo). De la region de linfocitos B-GC se determiné la fosforilacion de STAT's, ERK y AKT.
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Los resultados mostraron un incremento en el porcentaje de linfocitos B-GC pSTAT1+ de la
cepa de ratéon MRL/lpr cuando los linfocitos B-GC se estimularon con PRL (X 11.26 + 1.89:
p=0.007), no asi para la cepa C57BL/6 (X 0.61 + 0.13). La IMF de pSTAT1 también se observé
incrementada en la cepa MRL/Ipr ( X 354.14 + 56.58; p=0.0034) en comparacion con la cepa
control donde no se observé una diferencia significativa cuando los linfocitos se estimularon
con PRL ( X 180.5 + 60.52). Sin embargo, tanto el porcentaje como la IMF de pSTAT1 se
encuentra incrementada en la cepa MRL/Ipr respecto con la cepa C57BL/6 aun sin el estimulo

de PRL (Fig.16).
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Figura 16. La PRL incrementa la fosforilacion de STAT1 en los linfocitos B-GC. Linfocitos B-GC
diferenciados in vitro estimulados con PRL (50ng/mL). A) Porcentaje de B-GC pSTAT1+ B) Dot Plot
representativo del porcentaje de pSTAT1 de la cepa MRL/lpr C,D) IMF de pSTAT1. C57BL: n= 6,
MRL/lpr: n=7.
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La PRL no favorecio la fosforilacion de otros miembros de la familia STAT. No se observé un
incremento significativo por PRL en el porcentaje de B-GC pSTAT3+ en la cepa MRL/lpr (X
2.52 +1.09) y C57BL/6 (X 0.42 + 0.18), ni en la IMF de pSTAT3 de ambas cepas ( MRL/Ipr: X
304 + 50.63 y C57BL/6: X 117.75 + 26.41). Ademas, la IMF de pSTAT3 se encuentra

incrementada per se en la cepa MRL/Ipr respecto con la cepa C57BL/6 (Fig. 17).
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Figura 17. Fosforilacién de STAT3 en los linfocitos B-GC. Linfocitos B-GC diferenciados in vitro
estimulados con PRL (50ng/mL). A) Porcentaje de B-GC pSTAT3+ B) IMF de pSTAT3; n=6.
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La PRL tampoco incremento el porcentaje de B-GC pSTAT5+, de la cepa MRL/Ipr (X 4.89 +
0.79) y C57BL/6 ( X 0.42 + 0.09). Asi como tampoco incrementé la IMF de pSTATS5 en ninguna
de las cepas de raton: MRL/Ipr (X 340.66 + 42.54) y C57BL/6 ( X 120.91 + 39.73). Ademas,
tanto el porcentaje como la IMF de pSTAT5 se encuentra incrementada per se en la cepa

MRL/Ipr respecto con la cepa C57BL/6 (Fig. 18).
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Figura 18. Fosforilacion de STAT5 en los linfocitos B-GC. Linfocitos B-GC diferenciados in vitro
estimulados con PRL (50ng/mL). A) Porcentaje de B-GC pSTAT5+ B) IMF de pSTATS5; n=6.
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Para determinar si la PRL se encontraba favoreciendo la via de sefializacion de MAPK y PI3K-
AKT en los linfocitos B-GC, se analizé la fosforilacion de ERK y AKT en las cepas MRL/Ipr y
C57BL/6. La PRL no increment6 el porcentaje de los linfocitos B-GC pERK+ [(C57BL/6 (X
1.75 + 1.26) y MRL/Ipr (X 1.41 + 0.47)], ni la IMF de pERK [(C57BL/6 (X 102.61 + 51.91) y
MRL/lpr (X 166 + 63.57)] (Fig.19). Sin embargo, si se observé un incremento de linfocitos B-
GC pAKT+ en la cepa MRL/Ipr ante el estimulo de PRL (X 1.56 + 0.84; p=0.033), contrario a
la cepa control C57BL/6 (X 0.59 + 0.28) donde no se observé algln efecto a través de PRL.
No obstante, no se observé un incrementé en la IMF de pAKT de la cepa MRL/Ipr (X 116.03
+ 60.68) (Fig. 20). Por lo tanto, los resultados obtenidos estarian sugiriendo que la PRL
sefaliza a través de la isoforma larga de su receptor por STATL1 en los linfocitos B-GC
diferenciados in vitro de ratones que tienden a desarrollar LES, la cepa MRL/lpr. También, es
probable que la PRL sefialice en menor medida por la isoforma larga a través de AKT o bien,

mediante la isoforma corta en los linfocitos B-GC de ratones que tienden a desarrollar LES.
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Figura 19. Fosforilacion de ERK en los linfocitos B-GC. Linfocitos B-GC diferenciados in vitro
estimulados con PRL (50ng/mL). A) Porcentaje de B-GC pERK+ B) IMF de pERK; n=7.
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Figura 20. Fosforilacién de AKT en los linfocitos B-GC. Linfocitos B-GC diferenciados in vitro
estimulados con PRL (50ng/mL). A-B) Porcentaje de B-GC pAKT+ C) IMF de pAKT; n=7.
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La PRL no sefaliza en linfocitos que no son B-GC

Ya que se identificé la sefalizacién de PRL en la poblacion de linfocitos B-GC en los ensayos
in vitro, se decidi6 analizar la sefalizacion en la poblacién de aquellos linfocitos que no llegaron
a diferenciarse. La poblacién fue seleccionada de los mismos experimentos de linfocitos de
ratones C57BL/6 y MRL/Ipr. La estrategia de analisis utilizada para citometria de flujo se
observa en la figura 21, en donde se eligié la poblacién que no alcanzé a diferenciarse a
linfocitos B-GC.
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Figura 21. Estrategia de analisis de linfocitos que no son B-GC. Se tomaron los eventos sencillos,
posteriormente por tamafio (FSC-A) y granularidad (SSC-A) se selecciono la regién de linfocitos y de ahi
la region para los linfocitos que no son B-GC de acuerdo con el fenotipo GL7- CD19+ (recuadro rojo). De
la regién de linfocitos CD19+GL7- se determind la fosforilacion de STAT1,STAT3, STAT5, ERK y AKT.

En la poblacion de linfocitos GL7- CD19+, no se observaron cambios estadisticamente
significativos inducidos por la PRL en el porcentaje de linfocitos positivos para la fosforilacion
de STAT1, STAT3, STAT5, ERK y AKT, tanto en la cepa C57BL/6 (pSTAT1: X 0.70 + 0.80;
pPSTAT3: 0.05 £ 0.02; pSTATS5 : 0.07 £ 0.03; pERK: 0.65 £ 0.44; pAKT: 0.07 £ 0.06 ), como en
la cepa MRL/Ipr (pSTAT1: X 4.36 + 1.48; pSTAT3: 0.73 + 0.15; pSTATS5: 2.41 + 1.69;
PERK:1.51 + 1.10; pAKT:1.55 + 1.38).
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Tampoco se identificaron alteraciones por PRL en la IMF de la fosforilacién de las proteinas
en la cepa C57BL/6 [STAT1 (X 81.6 + 34.41), STAT3 (X 59.33 + 9.57), STAT5 (X 53.31 +
12.15), ERK (X 41 + 12.48), AKT (X 46.18 + 5.10)] y en la cepa MRL/Ipr [STAT1 (162 + 29.42),
STAT3 (148.5 + 22.54), STAT5 (153.5 + 16.18), ERK (93.11 + 33.05), AKT (67.71 + 24.33)]

(Figs. 22-26). Se sugiere que la PRL se encuentra sefializando solamente en aquellos

linfocitos que completaron su diferenciacion a B-GC.
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Figura 22. Fosforilacion de STATL1 en linfocitos que no son B-GC. A) Linfocitos pSTAT1+. B) IMF de

pSTAT1. C57BL/6 : n=6; MRL/lpr: n=7.
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Figura 23. Fosforilaciéon de STAT3 en linfocitos que no son B-GC. A) Linfocitos pSTAT3+ B) IMF de

pSTAT3. n=6.
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Figura 24. Fosforilacién de STATS en linfocitos que no son B-GC. A) Linfocitos pSTAT5+ B)
IMF de pSTATS5. n=6
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Figura 25. Fosforilacién de ERK en linfocitos que no son B-GC. A) Linfocitos pERK+ B) IMF de pERK.
n=7.
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Figura 26. Fosforilacion de AKT en linfocitos que no son B-GC. A) Linfocitos pAKT+ B) IMF de pAKT.
n=7.
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Determinacién génica inducida por la sefializacion de PRL en los linfocitos B-GC

Para identificar aquellos genes que se encuentren expresados mediante el estimulo de PRL,
se utilizaron linfocitos B-GC diferenciados in vitro durante 48 horas con o sin PRL, o
estimulados al término de las 48 horas durante 30 minutos. Se utilizaron ratones de la cepa

MRL/Ipr que tiende a presentar sintomas similares al LES.

Se propuso analizar la expresion relativa de algunos genes involucrados en procesos celulares
de los linfocitos B-GC y que probablemente se encuentran incrementados por la PRL a través
de la sefalizacion de STAT1 y AKT en el LES, como: c-myc y Birc5.

Los resultados no indicaron una diferencia significativa en los linfocitos diferenciados a B-GC
gue se incubaron durante 30 minutos con PRL. La estadistica en la expresion relativa de Bircb
tuvo una p=0.13, mientras que c-myc contd con una p=0.9 (Fig. 27). En los linfocitos que se
diferenciaron durante 48 horas con o sin la presencia de PRL, tampoco hubo efecto sobre la
expresion relativa de Birc5 (p=0.12) y c-myc (p=0.22) (Fig. 28). Por lo cual serd importante
identificar otros posibles candidatos involucrados en la proliferacion del linfocito B-GC a traves
de la sefalizacion de STAT1.
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Figura 27. La PRL no incrementa la expresion relativa de Birc5y c-myc en los linfocitos B-GC posterior
alas 48 h de diferenciacion.

Se diferenciaron linfocitos B totales de ratones MRL/Ipr. Los linfocitos B-GC diferenciados se
estimularon con PRL durante 30 minutos y se realiz6 RT-PCR tiempo real para determinar la expresion
relativa de: A) Birc5 y B) c-myc.
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Figura 28. La PRL no incrementa la expresion relativa de Birc5 y c-myc durante la diferenciacion de
los linfocitos B-GC.

Se diferenciaron linfocitos B totales de ratones MRL/Ipr. Los linfocitos B-GC diferenciados, se
estimularon con PRL durante las 48 horas de diferenciacion. Se realiz6 RT-PCR tiempo real para
determinar la expresion relativa de: A) Birc5 y B) c-myc.

Los linfocitos B-GC diferenciados in vitro producen PRL

En nuestro grupo de trabajo se identificd previamente que la PRL no tiene efecto en la
diferenciacion de linfocitos B-GC con condiciones Optimas de anti-lgM y anti-CD40 (5 y 10
pg/mL), es decir condiciones ya reportadas (Nakanishi et al., 1996). Sin embargo, al inducir la
diferenciacion con concentraciones subdptimas previamente estandarizadas, 2.5 pg/mL de
anti-CD40 y anti-lgM, se identific6 un incremento en el porcentaje de linfocitos B-GC
estimulados con PRL de los ratones MRL/Ipr, en comparacion con los linfocitos diferenciados
en ausencia de PRL y de los ratones de la cepa C57BL/6. Por lo cual se decidié probar si este
efecto se debe a que los linfocitos B-GC diferenciados con condiciones éptimas se encuentran

produciendo PRL de novo que impida observar el efecto de la PRL exégena.

Para ello se analizg la bioactividad similar a la PRL recombinante mediante los sobrenadantes
de los linfocitos B-GC diferenciados in vitro en ausencia de PRL, para identificar
indirectamente con la proliferacion de las células Nb2-11 tefiidas con CFSE, si los linfocitos B-
GC estarian produciendo PRL. Se utilizaron sobrenadantes de linfocitos B-GC diferenciados
durante 48 horas con 2.5, 5y 10 ug/mL de anti-IgM y anti-CD40.

Los resultados obtenidos mostraron un incremento en el porcentaje de proliferacion de las

células Nb2-11 cuando se incubaron con sobrenadantes de linfocitos B-GC de ratones MRL/Ipr
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diferenciados con concentraciones 6ptimas de 5 pg/mL (70.63 + 2.47) y 10 pg/mL (62.66 +
0.40) de anti IgM y CD40, respecto a las células incubadas solamente con medio (47.06 +
2.49). Con una concentracion suboptima de 2.5 ug/mL (48.76 + 1.41) no se identificd diferencia

significativa (Fig.29A).

Las células Nb2-11 incubadas con sobrenadantes de linfocitos B-GC de ratones C57BL/6 no
mostraron un incremento significativo a concentraciones Optimas: 5 pug/mL de IgM y CD40
(50.13 £ 3.69) y 10 pg/mL de IgM y CD40 (52.86 + 4.67), respecto a las células incubadas con
medio (47.06 £ 2.49). Sin embargo, se identificé un menor porcentaje de proliferacién cuando
las células se incubaron con sobrenadantes con una concentracion de IgM y CD40 de 2.5
pg/mL (34.83 + 1.28) (Fig.29B).
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Figura 29. Cuantificacion de la PRL producida por los linfocitos B-GC.

Las células Nb2-11 se tifieron con 1 uM de CFSE y se incubaron 72 hrs con sobrenadantes de linfocitos
B-GC diferenciados in vitro con anti-lgM y anti-CD40 con concentraciones de 2.5, 5y 10 pg/mL de ratones
C57BL/6 y MRL/lpr. A) Porcentaje de proliferacién con sobrenadantes de ratones MRL/lpr B) Porcentaje
de proliferacidon con sobrenadantes de ratones C57BL/6. ; n=3.

Posteriormente se decidi6 comprobar de manera directa a través de la tincion por
inmunofluorescencias la presencia de PRL en los linfocitos B-GC diferenciados con 2.5, 5y
10 pg/mL de anti-IgM y anti-CD40. Identificando la presencia de PRL en las tres condiciones
de diferenciacién, ya que tal y como se observa en la figura 30, la PRL se localiza en el
citoplasma y colocaliza con el marcador membranal CD19, especifico para linfocitos B, y con

el marcador nuclear.
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5 pg/mL

10 pg/mL

Figura 30. Produccion de PRL en los linfocitos B-GC. Se diferenciaron linfocitos B de bazo de ratones
MRL/Ipr a linfocitos B-GC con concentraciones de 2.5, 5y 10 ug/mL de anti-IgM y anti-CD40. Se observa
la colocalizacion de la fluorescencia de anti-CD19 (verde), anti-PRL (rojo) y nlcleos (azul).
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DISCUSION

Las alteraciones en el sistema inmune y endocrino contribuyen al desarrollo de autoinmunidad
(Borba et al., 2018). Se ha identificado una correlacion sérica de PRL con el incremento de las
manifestaciones clinicas del LES (Karimifar et al., 2013). Asi como alteraciones en la funcion
de los linfocitos T y la produccién de anticuerpos en los linfocitos B (Cai et al., 2017; Legorreta-
Haquet et al., 2013). En LES se ha evidenciado la presencia de clonas autorreactivas (células
B 9G4) capaces de llevar a cabo la reaccion del CG (Cappione et al., 2005). En este contexto,
resulta de gran interés el estudio de los linfocitos Tth y B-GC, encargados de la formacion de
los CGs donde se lleva a cabo la produccién de anticuerpos. No obstante, aln no esta claro
coémo se encuentra interrelacionada la PRL con ambos tipos celulares en el LES, por lo que
en la presente tesis se decidio investigar la sefializacion que se esta favoreciendo a través de

un modelo de ratén, la cepa MRL/Ipr, que desarrolla una enfermedad similar al LES.

Se analizo la bioactividad adecuada de la PRL recombinante de raton en la linea celular Nb2-
11, ya que estos linfocitos pre-T tienden a depender de la PRL para un correcto crecimiento
celular (Cox et al., 1989; Tanaka et al., 1980). Con el bioensayo realizado para la proliferacion
de células Nb2-11 con la PRL recombinante, se identifico la replicacion celular de estas células
de una manera dependiente de la dosis. Por lo cual, se indico indirectamente que la hormona

se encontraba en perfecto estado para dar pauta a los experimentos del trabajo experimental.

Se ha sefialado que la fosforilacion del R-PRL y de las proteinas asociadas al receptor,
desencadenan una serie de transduccion de sefiales y eventos de proliferacion dependiendo
de la concentracion de la PRL (Lebrun et al., 1994). Anteriormente en mi grupo de trabajo se
realizaron curvas dosis-respuesta de la PRL en los linfocitos T y B cultivados con distintos
mitdégenos y concentraciones de PRL para observar la proliferacion inducida en células Ty B
de humano y ratén. Por lo tanto, la concentracion de 50ng/mL se ha utilizado de manera 6ptima
en un amplio repertorio de articulos publicados dentro de mi grupo de investigacion.
Concentracion también utilizada en todo el proceso experimental de la presente tesis.
Ademas, en nuestro laboratorio se ha observado que la concentracion de 50ng/mL es 6ptima
para la diferenciacion de células B-GC, mientras que el incremento de dicha concentracion
(100 ng/mL) no otorga un efecto celular. Similar a lo que hemos observado, Tomio, A., et. al
(2008) reportaron en linfocitos T que es hasta 100ng/mL de PRL que se reprime la expresion
del factor de transcripcién T-bet mediante JAK2 y STATS3.
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Por otra parte, se ha descrito que la isoforma larga del R-PRL sefializa a través de las vias
JAK-STAT, MAPK y PI3K-AKT, contrario a la isoforma corta que sélo sefializa a través de
MAPK y PI3K-AKT (Bernard et al., 2019; Bole-Feysot et al., 1998). En los ratones que
desarrollan LES la PRL incremento la fosforilacion de STAT3 en los linfocitos Tfh, mientras
que en los linfocitos B-GC incrementod la fosforilacion de STAT1 y en menor medida la
fosforilacion de AKT. Estos resultados en conjunto con lo ya reportado previamente en nuestro
grupo de trabajo, donde se identifico que los linfocitos Tth y B-GC de ratones MRL/Ipr expresan
la isoforma larga del R-PRL (Aleman, 2020; Carreon, 2019), estarian indicando que la PRL se
encuentra sefializando principalmente a través de la isoforma larga de su receptor en ratones
que desarrollan LES, no asi en los ratones que no desarrollan la enfermedad. En la cepa
C57BL/6, la PRL no tuvo efecto en la sefializacion de ninguna via , probablemente se debio6 a
gue en estos ratones se ha reportado una menor expresion del R-PRL en los linfocitos B y en
los linfocitos Tfh (Aleman, 2020; Legorreta-Haquet et al., 2013).

La activacion de STAT3 se confirmd6 con un inhibidor no peptidico (Stattic) , que impide la
union de motivos peptidicos fosforilados en la tirosina al dominio STAT3 SH2, inhibiendo
selectivamente la activacion, la dimerizacion y la translocacion nuclear de STAT3 (Schust
et al., 2006). Confirmando asi que el efecto de la PRL es especifico en la activacion hacia
STAT3 en los linfocitos Tfh de los ratones que desarrollan LES. También, se ha reportado que
la deficiencia de STAT3 en linfocitos T disminuye la produccion de autoanticuerpos ds-DNA y
glomerulonefritis (Yoshida et al., 2019). Por lo que la sefializacién de PRL a través de STAT3
en los linfocitos Tfh probablemente se encuentra relacionada con la progresion del LES. Si
bien no se analiza el efecto celular posterior a la inhibicion de STAT3, se estaria confirmando
gue es la PRL quien induce la fosforilacion de STAT3, pues con el inhibidor los niveles de

pSTAT3 se mantienen igual que cuando las células se incuban sélo con medio.

Es probable que a través de STAT3 también se incremente la produccion de citocinas de los
linfocitos Tfh incrementando la respuesta de los CGs, ya que en estudios previos se encontrd
un incremento de IL-21 en los Tth diferenciados con PRL (Aleméan, 2020). Cabe recordar que
IL-21, es una citocina vital para la maduracion de la afinidad de anticuerpos (Song & Matthias,
2018).

Respecto a los linfocitos B-GC, anteriormente se identificé que la PRL salva de la apoptosis a

los linfocitos B inmaduros a través de STAT3 en ratones MRL/Ipr que desarrollan LES,
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favoreciendo la sobrevida de linfocitos autorreactivos (Flores-Fernandez et al., 2016, 2021).
Sin embargo, en el presente estudio se encontrd que la PRL favorece la activacion de la via
JAK-STAT1 en los linfocitos B-GC. Sugiriendo la versatilidad de la PRL en la sefalizacion de
cada tipo celular, como son los estadios de maduracion de los linfocitos B. Tomando como
referencia adicional que la PRL sefaliza a través de STATS en las células epiteliales mamarias
(Muthuswamy, 2012).

De acuerdo con lo anterior, nuestros datos coinciden con lo encontrado por Dong y
colaboradores (2007), quienes reportan una correlacion de STAT1 con el dafio renal de los
ratones MRL/Ipr. Incluso, se ha reportado que en cultivos de fibroblastos y macroéfagos, la PRL
puede inducir la fosforilacion de STAT1 y la secrecidn de citocinas pro-inflamatorias (Corbacho
et al., 2003; Tripathi & Sodhi, 2008). También, en humanos se ha determinado el incremento
de pSTATL1 en linfocitos totales de sangre periférica de pacientes con LES, en comparacion
con los linfocitos de individuos sanos (Aringer et al., 2005). Asi como la correlacion entre el
incremento de STAT1 en diferentes subpoblaciones de linfocitos B periféricos: B naive
(CD20+CD27-), B de memoria (CD20+CD27+) y plasmablastos (CD20lowCD27high) y la
actividad del LES (Aue et al., 2020).

Se ha reportado que la IL-6 es capaz de desencadenar la activacion de STAT1 y de favorecer
la diferenciacion de los linfocitos Tfh (Choi et al., 2013; Twohig et al., 2019). En nuestro grupo
de trabajo, se ha demostrado que la PRL incrementa la IL-6 en los linfocitos B-GC de ratones
MRL/lpr (Carreén, 2019). Asi que la PRL podria inducir la activacion de la via JAK-STAT1
indirectamente a través de una via autocrina de IL-6 en los linfocitos B-GC. Asimismo, en
2018, Niuy colaboradores reportaron que pacientes con artritis reumatoide, otra enfermedad
autoinmune, presentan concentraciones séricas elevadas de IL-6 que correlacionan con la
expresion de pSTAT3 de los linfocitos Tth de origen periférico. Asi que la PRL podria estar
incrementando la retroalimentacion entre linfocitos Tfh y B-GC para la formacion de los CGs
en el LES, ya que la IL-6 producida en los linfocitos B-GC favorece la diferenciacion de los
linfocitos Tfh, a la vez que la IL-21 incrementada por PRL en los linfocitos Tfh estaria

favoreciendo la diferenciaciéon de los linfocitos B-GC.

Los CG pueden desarrollarse de manera espontanea en ausencia de inmunizacion o infeccién
y se han detectado con mayor frecuencia en humanos y en modelos de raton autoinmunes

(Domeier et al., 2017; Luzina et al., 2001). Asimismo, se ha descrito que el IFNy, es capaz de
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estimular la expresion, la fosforilacién y la translocacién al nacleo de Stat-1, lo que favorece
la formacién de CGs espontaneos y el desarrollo de células Tfth (Domeier et al., 2016).
Entonces, la PRL también podria estar realizando un papel sinérgico con las citocinas que
activan STAT1y STAT3 en los linfocitos B-GC y Tfh.

Por otro lado, se ha reportado que la isoforma larga del R-PRL favorece la metastasis del
cancer de mama al promover la diferenciacion, proliferacion y sobrevida de las células
cancerosas, en las cuales también existe una mayor proporcion de esta isoforma (Clevenger
et al., 2003; Meng et al., 2004; Sa-nguanraksa et al., 2021). Por el contrario, la isoforma corta
es un regulador negativo de la isoforma larga y se ha relacionado con procesos de
diferenciacion (Huang et al., 2008). Por lo que el incremento de los linfocitos B-GC pAKT+
podria ser resultado de la sefalizacién de la isoforma larga del R-PRL, que si bien, no fue
mayor que la activacion de la via JAK-STAT1, se ha descrito que las células B AKT” tienen

una proliferacion deficiente para el desarrollo de los CGs (Zhu et al., 2019).

Es relevante mencionar que los ratones MRL/Ipr tienen una mutaciéon en FAS®" lo que los
conlleva a desarrollar linfoproliferacion, ya que el gen es importante en la apoptosis de células
B y T. El modelo per se tiene sobreactivacion de linfocitos lo que los conlleva a desarrollar
esplenomegalia y distintas linfadenopatias, contrario a lo visto en el ratén control C57BL/6
(Richard & Gilkeson, 2018). Incluso en pacientes y modelos de ratébn con LES se ha
identificado que la sefializacibn JAK/STAT se encuentra incrementada respecto a los
individuos o ratones sanos (Alunno et al., 2019). Por lo tanto, no es de extrafiar que la
sefalizacion de STATs es mayor en la cepa MRL/Ipr, aln sin haber estimulado con PRL, pues
el LES es una enfermedad multifactorial. No obstante, el efecto de la PRL en los resultados
obtenidos de las células Tfh y B-GC nos estaria indicando que la hormona es importante para
incrementar ain mas el proceso del centro germinal que culmina con la formacién de

inmunocomplejos y dafio renal.

Por otro lado, en los linfocitos B-GC la PRL no aumenta la sobrevida, pero si incrementa la
proliferacion y el porcentaje de células plasméticas (Carreon, 2019). Por lo tanto, se decidio
analizar la expresion relativa de c-myc y Birc5, involucrados en la proliferacion de los linfocitos
B-GC. Se ha reportado que Birc5 es capaz de ejecutar las funciones de proliferacion celular
en los linfocitos B inmaduros (Flores-Fernandez et al., 2021). Birc5 pertenece a la familia de

inhibidores de la apoptosis (IAP) y puede actuar como gen anti-apoptético o favorecer la
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progresion del ciclo celular (Gil-Kulik et al., 2019;Flores-Fernandez et al., 2016). Mientras que
c-myc se ha descrito como un regulador de la proliferacion en la linea celular W53, a través
de la sefalizacion de AKT y la induccion de PRL (Dominguez-Caceres et al., 2004). Asi como
un regulador de la expansion de los linfocitos B-GC (Ramezani-Rad et al., 2020). Sin embargo,
al no encontrar diferencia estadistica, serd necesario incrementar los experimentos hasta
obtener resultados concluyentes que nos ayuden a dilucidar la expresion génica con la que se
encuentra actuando la PRL a través de STAT1 y/o AKT en el linfocito B-GC, o bien, proponer
nuevos candidatos involucrados en su proliferacion o diferenciacion hacia células productoras

de anticuerpos.

En reportes previos de nuestro grupo de trabajo, se diferenciaron linfocitos B-GC con
diferentes concentraciones de anticuerpos anti-lgM y anti-CD40, moléculas utilizadas para
simular la activacién con un linfocito T y que se garantice la activacion y diferenciacion del
linfocito B. Se encontré que, solo con dosis subdptimas (2.5 pg/mL) de los anticuerpos
utilizados, es posible apreciar una mejor diferenciacion del linfocito B-GC cuando se estimula
con PRL, contrario a los resultados observados con dosis Optimas ya reportadas (5 pg/mL y
10 pg/mL). Al realizar el bioensayo de las células Nb2-11 con los sobrenadantes recolectados
de los linfocitos B-GC diferenciados sin PRL y junto con las imagenes de inmunofluorescencia,
se identificé que los linfocitos B-GC producen PRL. Los datos reportados por Carredn (2019),
podrian ser el resultado de que los linfocitos B-GC diferenciados con dosis 6ptimas producen
mayor cantidad de PRL, por lo cual se sugiere que no es posible observar el efecto de la PRL
sintética incorporada a los cultivos. Ademas, los linfocitos B-GC de los ratones MRL/Ipr podrian
estar produciendo una mayor cantidad de PRL que los de la cepa control, ya que en el
bioensayo de las células Nb2-11 con sobrenadantes de linfocitos de los ratones C57BL/6, no
incremento la proliferacion de las células Nb2-11 al mismo grado que con sobrenadantes de
los ratones que desarrollan LES (Fig.29B), por lo que queda claro que existe una relacién
entre la PRL y la autoinmunidad. Este resultado se deberia confirmar con un inhibidor de PRL
previo a la incorporacion de los sobrenadantes, ya que las células Nb2 pueden proliferar
también con la hormona del crecimiento. Sin embargo se ha demostrado que la hormona del
crecimiento revierte los efectos autoinmunes al mantener la actividad de células T supresoras
y limitar la diferenciacion a linajes T proinflamatorios (Villares et al., 2013). Por lo tanto, se
podria considerar una menor produccién de hormona del crecimiento en los ratones MRL/Ipr

predispuestos a desarrollar una enfermedad autoinmune. Por otra parte, se estaria

45



confirmando que el efecto en la sefializacion de los linfocitos B-GC (diferenciados con dosis
subodptimas), realmente se debe a la incorporacién de la PRL sintética y no son producto de

la PRL enddgena de los linfocitos utilizados.

De acuerdo con lo anterior, se sabe poco sobre los mecanismos reguladores que controlan la
expresion de PRL en sitios extrahipofisarios, asi como el papel que desempefia la PRL
extrapituitaria durante la fisiologia normal (Muthuswamy, 2012). Sin embargo, a diferencia de
las células lactotropas de la hipdfisis que tienen una mayor capacidad para almacenar PRL
sintetizada, es probable que la PRL extrapituitaria esté regulada al nivel de la transcripcion y
no al nivel de liberacién de los depdsitos vacuolares, ya que de acuerdo con Gerlo (2006), la
transcripcion del ARNm de PRL sintetizado en sitios extrahipofisarios esta regulada por un
promotor alternativo e inicia 5.8 kb rio arriba del sitio de iniciacion utilizado en las células

lactotropas.

Esta claro que los efectos de la PRL, en la proliferacion, apoptosis y diferenciacion dependeran
del contexto celular, incluyendo las condiciones del microambiente y la isoforma del receptor
mediante la cual sefaliza. En el LES sera relevante identificar la expresion génica inducida
por la PRL en los linfocitos Tfth y B-GC a través de STAT3 y STAT1 respectivamente, para
poder completar el mecanismo con el que se encuentra involucrada en los procesos celulares,
moleculares vy fisiologicos del LES y la respuesta inmune humoral, en la formacién del centro
germinal y su consecuente diferenciacion a células productoras de autoanticuerpos culpables

de la inflamacién y progresion de las manifestaciones clinicas de dicha autoinmunidad.
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CONCLUSIONES

¢ La PRL sefaliza a través de STAT3 en los linfocitos Tfh de los ratones
MRL/lpr propensos a desarrollar LES.

e Los linfocitos B-GC diferenciados in vitro expresan principalmente la isoforma
larga del R-PRL.

e La PRL sefializa a través de STAT1 y en menor medida a través de AKT en
los linfocitos B-GC de los ratones MRL/Ipr propensos a desarrollar LES.

e La PRL no incrementa la expresiéon de Birc5 y c-myc en los linfocitos B-GC.

e Los linfocitos B-GC producen PRL.

. MRL/Ipr

- ty's
Y “ .
células plasmaticas complejos inmunes

Daiio tisular

Fig.31. Efecto de la PRL en los linfocitos Tfh y B-GC diferenciados in vitro de ratones MRL/Ipr. La
PRL actua en los linfocitos Tth y B-GC a través de la isoforma larga de su receptor. La PRL sefializa a
traves de STAT3 en los linfocitos Tth y por STAT1 y en menor medida por AKT en los linfocitos B-GC.
Ademas, la PRL puede ser producida por los linfocitos B-GC. Sin embargo, sigue sin identificarse la
expresion génica que se encuentra induciendo la PRL en los linfocitos Tfh y B-GC que favorezca los
mecanismos celulares y moleculares que conducen a la produccion de células plasméaticas productoras
de autoanticuerpos responsables de incrementar las manifestaciones clinicas del LES.
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PERSPECTIVAS

En el futuro, sera conveniente analizar de manera ex vivo la sefalizacién inducida por la PRL
en linfocitos B-GC de ratones MRL/lpr de 15-18 semanas, periodo en el que se presentan las
manifestaciones del LES. Asi como determinar la expresion génica inducida por la PRL en los
linfocitos Tfh y B-GC. Ademas, sera conveniente realizar co-cultivos para analizar el efecto de

la PRL entre la interaccion de los linfocitos Tth y B-GC.
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The effect of prolactin on
iImmune cell subsets involved
iIn SLE pathogenesis

Maria Victoria Legorreta-Haquet, Paola Santana-Sanchez,
Luis Chavez-Sanchez and Adriana Karina Chavez-Rueda*

Unidad de Investigacion Médica en Inmunoclogia (UIM) en Inmunologla, Hospital de Pediatria, Centro
Médico Nacional (CMN) Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social, México City, Mexico

The higher frequency of autoimmune diseases in the female population
compared to males suggests that certain hormones, such as prolactin (PRL),
play a role in determining the prevalence of autoimmunity in women,
particularly during childbearing age. PRL can act not only as a hormone but
also as a cytokine, being able to modulate immune responses.
Hyperprolactinemia has been implicated in the pathogenesis of various
autoimmune diseases where it may affect disease activity. One of the
conditions where PRL has such a role is systemic lupus erythematosus (SLE).
PRL regulates the proliferation and survival of both lymphoid and myeloid cells.
It also affects the selection of T-cell repertoires by influencing the thymic
microenvironment. In autoimmune conditions, PRL interferes with the activity
of regulatory T cells. It also influences B cell tolerance by lowering the
activation threshold of anergic B cells. The production of CD40L and
cytokines, such as interleukin IL-6, are also promoted by PRL. This, in turn,
leads to the production of autoantibodies, one of the hallmarks of SLE. PRL
increases the cytotoxic activity of T lymphocytes and the secretion of
proinflammatory cytokines. The production of proinflammatory cytokines,
particularly those belonging to the type 1 interferon (IFN) family, is part of the
SLE characteristic genetic signature. PRL also participates in the maturation and
differentiation of dendritic cells, promoting the presentation of autoantigens
and high IFNo. secretion. It also affects neutrophil function and the production
of neutrophil traps. Macrophages and dendritic cells can also be affected by
PRL, linking this molecule to the abnormal behavior of both innate and adaptive
immune responses.This review aimed to highlight the importance of PRL and
its actions on the cells of innate and adaptive immune responses. Additionally,
by elucidating the role of PRL in SLE etiopathogenesis, this work will contribute
to a better understanding of the factors involved in SLE development
and regulation.

KEYWORDS

prolactin, SLE, immune cells, autoimmune disease, immune response
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Systemic lupus erythematosus (SLE) mainly affects females at reproductive age,
which has been associated with hormones, such as prolactin (PRL). Different
studies suggest that PRL exacerbates the clinical manifestations of SLE both in
patients and in mouse models (e.g., the MRL/lpr strain), increasing the
production of autoantibodies, which can be deposited as immune
complexes and trigger inflammation and damage to different tissues. The
objective of this work was to explore the potential mechanisms by which
PRL increases the concentration of self-reactive antibodies in the MRL/lpr SLE
model. To this end, we determined the role of PRL on the activation and
proliferation of germinal center B cells (B-GCs) and their differentiation into
antibody-secreting cells (ASCs). We show that the absolute number and
percentage of B-GCs were significantly increased by PRL in vivo or upon in
vitro treatment with anti-IgM and anti-CD40 antibodies and PRL. The
augmented B-GC numbers correlated with enhanced proliferation, but we
did not observe enhanced expression of CD80 and CD86 activation markers or
the BCL6 transcription factor, arguing against a more effective differentiation.
Nevertheless, we observed enhanced phosphorylation of STAT1, secretion of
IL-6, expression of IRF4, numbers of ASCs, and levels of IgG3 antibodies
directed against dsDNA. Altogether, these results support the hypothesis that
a PRL-mediated expansion of B-GCs yields more self-reactive ASCs, potentially
explaining the pathogenic immune complexes that steadily lead to tissue
damaae durina SLE.
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Introduction

The germinal centers (GCs) are located in the follicular zone
of the secondary lymphoid organs. In the GCs, the isotype
switching and somatic hypermutation are carried out, resulting
in the terminal differentiation of memory B cells and high-
affinity antibody-secreting cells (ASC), both important for
protection against pathogens (1). GC deregulation contributes
to the progression of autoimmune diseases. In mouse and
human models with autoimmunity, the appearance of
spontaneous GC has been identified, correlating with the
presence of autoantibodies (2, 3). In addition, autoreactive
clones (9G4-B cells) that evade GC checkpoints have been
reported in systemic lupus erythematosus (SLE) (4).

SLE is a multifactorial, chronic, autoimmune disease
characterized by an exacerbated immune response, mainly of
B-cells, which explains the presence of autoantibodies directed
Ro, La, and histones. These autoantibodies form immune
complexes that often leave the circulation and are deposited in
the kidney, skin, and brain, among other tissues, causing
inflammation and tissue damage (5, 6). SLE predominantly
affects women rather than men in a 9:1 ratio, especially young
women of reproductive age (7, 8). The gender dimorphism of
SLE is usually attributed to the fact that alterations in the
immune-neuroendocrine system contribute to the
development of autoimmunity, and therefore it is suggested
that hormones, such as prolactin (PRL), modulate the immune
response influencing the development of SLE (9, 10). Indeed, 15-
33% of lupus patients have elevated levels of serum PRL that
correlate with disease activity (11-13), and individuals with
hyperprolactinemia have an increased prevalence of
autoantibodies (especially anti-dsDNA) (14).

In model mice that develop SLE, it has been reported that
elevated levels of PRL exacerbate the disease, correlating with the
production of autoantibodies and elevated markers of kidney
damage, such as increased proteinuria (15-17). PRL has different
biological functions that depend on the interaction with its
receptor, for which different isoforms have been described. In
mice, four isoforms have been identified, one long and three

short, with the long isoform signaling through JAK-STAT,
MAPK, and PI3K-AKT and the short isoform only signaling

through MAPK and PI3K-AKT (18, 19).

Our group has reported that the different stages of
maturation of B cells in bone marrow (proB, preB, and
immature) (15), and in the spleen (transitional, follicular [FO]
and marginal zone [MZ]) express the PRL receptor (16), both in
strains that do not develop SLE (C57BL/6) and in models
affected by the disease (MRL/lpr). In addition, we identified
that PRL influences the B-cell maturation process by rescuing
immature autoreactive B cells from apoptosis (20, 21). However,
the mechanism by which PRL may favor autoantibody

production is unclear.
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In this study, we assessed in vivo and in vitro the possible
mechanisms by which PRL could influence the GC reaction and
the differentiation of GC B cells (B-GCs) to favor the production
of autoantibodies. We addressed the role of PRL in the
activation, differentiation, and proliferation of B-GCs and
found that PRL increased the absolute number and percentage
of these cells in the MRL/lpr strain. The augmented B-GC
percentage correlated with enhanced proliferation and
enhanced levels of anti-dsDNA IgG3 antibodies and IL-6. We
also observed a mostly exclusive expression of the long isoform
of the PRL receptor and signaling through activated STAT1 and
AKT in B-GCs. The augmented B-GCs favored the formation of
more ASCs, probably explaining the levels of self-
reactive antibodies.

Materials and methods
Mice

The Animal Care Committee of the Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas” and
the Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI, IMSS, approved the
experiments performed in this study (R-2021-3603-029 and R-
2016-785-050). Mice were worked according to the NIH Guide
for the Care, the guidelines established in Mexico (NOM-062-
Z00-1999) and Use of Laboratory Animals. The C57BL/6 mice
were acquired from Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas” (Mexico City,
Mexico), and the MRL/lpr (MRL/MpJFASlpr) and MRL
(MRL/Mp]) mice were acquired from the Jackson Laboratory
(Bar Harbor, Maine, USA). All mice were provided sterile food
and water ad libitum, and sheltered in pathogen-free facilities.

Prolactin hormone

Highly purified recombinant mouse PRL (AFP-405C) was
obtained from Dr A.F. Parlow, at the National Hormone and
Peptide Program, Harborn UCLA Medical Center, CA, USA.

Antibodies

For cell culture, the following antibodies were used: anti-
CD40 (rat IgG2a clone FGK45.5) from Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach, Germany) and anti-IgM F(ab’), goat polyclonal
antibody from Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA,
USA). For cell staining, the following antibodies were used:
anti-CD19 FITC (clone 1D3/CD19), anti-GL-7 Pacific Blue
(clone GL7), anti-Ki-67 Alexa 488 (clone 16A8), anti-pSTAT1
PE (clone A15158B), anti-pSTAT3 PE (clone 13A3-1), anti-
pERK1/2 PE (clone 6B8B69), and anti-IL-6 PE (clone MP5-
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20F3) from BioLegend (San Diego, CA, USA), anti-CD19
PerCP-Cy5.5 (clone 1D3), and anti-CD21 APC (clone 7G6)
from BD Biosciences (Mountain View, CA, USA), anti-CD138
PE (clone 30506), anti-CD23 PE-cyanine7 (clone B3B4) from
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), anti-pSTAT5 PE (clone
SRBCZX), anti-CD80 PE (clone 16-10A1), anti-CD86 PE
(clone GL1), anti-BCL6 PE (clone BCL-DWN), and anti-1RF4
PE-Cy7 (clone 3E4) from eBioscience (San Diego, CA, USA),
and anti-pAKT PE (clone REA359) from Miltenyi Biotec.

Induction of hyperprolactinemia and
evaluation of SLE manifestations

Eight-week-old C57BL/6 and MRL/lpr female mice were
treated subcutaneously with (i) metoclopramide (200 pg, Sigma
—Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 100 pL of PBS with five doses
per week for six weeks. The control group received (ii) 100 pL of

PBS or (iii) no treatment during the same period. Using reactive
strips for urinalysis (Mission, San Diego, CA, USA) were used to

measure the urinary protein levels

Analysis of antibodies in serum

Serum samples were taken from mice at the beginning (eight
weeks) and end (15 weeks) of the experiments and were stored at
-35°C until anti-dsDNA (15), and anti-Histone (22) antibodies
were analyzed by ELISA as follows. A MaxiSorp plate (Nunc,
Rochester, NY, USA) from 96-well was coated with 2.5 pg/ml
calf thymus dsDNA (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) or 10
pg/ml calf thymus histone (Roche Diagnostic, Mannheim,
Germany) in 100 pl of bicarbonate buffer overnight at 4°C.
Bovine serum albumin (BSA, Invitrogen, Carlsbad CA, USA) at
2% was used to block the plate. The plate was incubated for one
hour at 37°C with serum (1:50) or the anti-dsDNA antibody
standard (clone 16-13, Chemicon International, Billerica MA,
USA) or was incubated for two hours at room temperature with
serum (1:150) for anti-histone antibody. The plate was washed
and incubated with rabbit anti-mouse IgM, IgG, 1gG1, or IgG2a
conjugated to alkaline phosphatase (AP, Zymed Laboratories,

San Francisco CA, USA) or anti I1gG2b or IgG3 conjugated to
peroxidase (HRP), after which substrate was added. (5-bromo-4-

chloro-3- indolyl phosphate; Sigma—Aldrich, St Louis MO,
USA) for AP or HRP substrate (3.3',5,5 tetramethylbenzidine
TMB Sigma-Aldrich), respectively. The O.D. was read at 405 or
450 nm using a Dynatech MR5000 ELISA reader.

B-cell purification

B cells were purified by negative selection, for which eight-

week-old female mice were euthanized. Spleen cells were
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collected with cold RPMI (Gibco, Grand Island, NY, USA).
The erythrocytes were eliminated using lysis buffer (Sigma
—Aldrich), and the splenocytes were incubated with anti-CD43
(Ly-48) antibody conjugated with magnetic beads (Miltenyi
Biotec). The cells went through a MACS LD separation
column (Miltenyi Biotec). A >96% purity was determined
through flow cytometry.

Cell sorting

Purified B cells from spleen from eight-week-old female (for
FO cell) or from 15-week-old female (for B-GCs) MRL/lpr mice
were incubated with Ghost Red marker from Tonbo Biosciences
(San Diego, CA, USA) and with the following antibodies specific
for CD19, CD21, and CD23 (for FO cells) or CD19 and GL7 (for
B-GC) in FACS buffer (PBS-BSA 0.5%) for 20 minutes at 4°C.
The cells were washed, and FO or B-GC cells were sorted

depending on the expression of CD19*CD21'™CD23" or
CD19+GL7+, using a FACSAria sorter (BD Bioscience). The

purity of the sorted cells ranged from 95% to 98%.

In vitro differentiation of germinal center
B cells and antibody-secreting cells

For the in vitro differentiation studies, B cells from spleen
were purified from female eight-week-old mice. B cells were
cultured in serum-free TexMacs medium (Miltenyi Biotec) and
stimulated with 2.5 pug/mL anti-IgM and 2.5 pg/mL anti-CD40
antibodies, with or without PRL (50 ng/mL). The culture was
incubated for 48 h for the analysis of B-GCs and five days for
ASCs at 37°C and 5% CO,.

Cell staining of germinal center B cells,
survival, and antibody-secreting cells

Cells differentiated in vitro and primary cells isolated from
mice with different treatments were stained with Ghost Red to
analyze the percentage of living cells (Ghost Red neg) for

20 minutes at room temperature. Then the cells were stained
with anti-GL7 and anti-CD19 antibodies (to identify B-GCs)

and anti-CD19 and anti-CD138 antibodies (to identify ASCs)
for 20 minutes at 4°C in the dark with FACS buffer. To measure
cell activation, cells were incubated with anti-CD80 and anti-
CD86 antibodies after 24 h of differentiation.

To stain BCL6, Ki67, and IRF4, the cells were fixed with 2%
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) and permeabilized using
Transcription Factor Staining Buffer (eBioscience, San Diego)
for 2 h at 4°C, the cells were washed and staining with the
antibodies. The samples were read using a MACSQuant
Analyzer 10 flow cytometer (Miltenyi Biotec) and data were
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analyzed with Flow]o 10 software (Tree Star, Ashland, OR USA).
In all flow cytometry analyses, cell viability was assessed using
the Ghost Red marker.

Nb2 cell bioassay and determination of
proliferation by CFSE

The rat lymphoma cell line (Nb2) was used to measure the
PRL bioactivity as described by Tanaka et al. (23). Nb2 cells are
of a pre-T cell origin and their proliferation is dependent on
mammalian lactogens, such as prolactin. Cells were maintained
in RPMI with 10% of FBS (fetal bovine serum, HyClone, Logan,
UT, USA), 1% antibiotics (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1%
sodium pyruvate (HyClone), and 0.1% [3-mercaptoethanol
(Invitrogen) at 37°C and 5% CO,. Subsequently, the cells were
washed and incubated with RPMI with 1% FBS for 24 h to
synchronize the cell cycle. Increasing concentrations of

recombinant mouse PRL in Tex Macs medium were added to
Cell cycle resumption. The proliferation of Nb2 cells was

analyzed with the CellTrace CFSE kit (carboxyfluorescein
succinimidyl ester, Invitrogen).

PRL-like bioactivity was assessed with supernatants of B-
GCs differentiated in vitro for 48 h with anti-IgM antibody (2.5,
5 or 10 pg/mL) plus anti-CD40 (2.5 ug/mL) antibody. We
included controls without PRL. In these controls, cells were
treated with medium or medium plus monoclonal antibody
against PRL to block the PRL present in the supernatants.

Four million cells (B cells or Nb2 cells) were washed with
PBS-BSA 0.1%, centrifuged, and stained with CEFSE for 14
minutes at 37°C. Cells were washed three times with PBS-BSA
to stop the reaction and placed on ice for 5 minutes.

B cells were counted and incubated for 48 h with different
stimuli to favor formation of B-GC cells (anti-CD40, 2.5 pg/mL,
and anti-IgM, 2.5 pg/mL, antibodies with or without 50 ng/mL
of PRL). The proliferation index was obtained using the plugins
from FlowJo “Proliferation Tool” Nb2 cells were incubated for
72 h with supernatants of B-GCs induced cells, as described
above, the supernatants were pre-incubated with anti-PRL
antibody. The samples were read using a MACSQuant
Analyzer 10 flow cytometer and the data were analyzed with

Flowlo 10 software.

Immunofluorescence staining of cells

In vitro differentiated B-GC cells with 2.5, 5, or 10 pg/mL
IgM and CD40 (2.5 pg/mL) were used. Cells were placed directly
onto loaded glass slides, fixed, and permeabilized with BD
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). Cells were incubated
overnight with the following antibodies: biotinylated anti-
mouse prolactin antibody from R&D SYSTEMS (Minneapolis,
MN, USA) and anti-CD19 FITC (clone 6D5) from Miltenyi
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Biotec (Bergisch Gladbach, Germany). Subsequently, slides were
incubated with the secondary antibody anti-rat IgG-AF488
(Jackson ImmunoResearch) and streptavidin APC
(eBioscience) for 2 h. The slides were incubated with Hoechst
(Invitrogen) for 10 minutes to stain the nuclei and were
mounted with Vectashield (Vector Laboratories, CA, USA).
Images were taken with a Nikon Ti Eclipse inverted confocal
microscope (Nikon, ME, NY, USA) using NIS Elements v.4.50.
Imaging was performed using a 20x objective lens (dry, NA 0.8).
Images were analyzed using the FIJI Image] software.

IL-6 concentration determination

IL-6 concentration determination was performed on the sera
of experimental mice and on the supernatants of differentiated
B-GCs at 48 h using the commercial assay The BD™ CBA
Mouse IL-6 Flex Set (Cytometric Bead Array, BD Biosciences,

cat. 5622236). The samples were read using a MACSQuant
Analyzer 10 flow cytometer and data were analyzed with

FlowJo 10 software.

IL-6 secreting cells

B-GCs were differentiated in vitro as described above and
then incubated for 5 h with Cell Stimulation Cocktail (cocktail of
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and ionomycin) and
Protein Transport Inhibitor Cocktail (cocktail of Brefeldin A and
Monensin) (eBioscience). The cells were washed, incubated with
Ghost Red and with anti-GL7-Pacific Blue and anti-CD19-FITC
antibodies at 4°C 20 minutes, followed by washing, fixing and
permeabilizing with BD Cytofix/Cytoperm. The cells were
stained with an anti-IL-6 PE antibody (clone MP5-20F3). The
samples were read using a MACSQuant Analyzer 10 flow
cytometer and data were analyzed with FlowJo 10 software.

Quantification of 1gG1, 1gG2b, 1gG3, and
IgM antibodies in supernatants and
serum

Antibody concentrations were determined by ELISA. A
MaxiSorp plate (96-well) was sensitized with F(ab), anti-IgM
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA,
USA) at a concentration of 5 ug/mL for IgM and with F(ab),
anti-IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories) for IgGl,
IgG2b, and IgG3 at a concentration of 2.5 ug/mL in
bicarbonate buffer overnight at 4°C. We used BSA-5% to block
the plated. After washed, the plate was incubated with the IgM,
IgG1, IgG2b, or IgG3 standards (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
at different concentrations (0 ng/mL, 15.6 ng/mL, 31.2 ng/mL,
62.5 ng/mL, 125 ng/mL, and 250 ng/mL) and the cell culture
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supernatants from cells differentiated for 5 days with or without
PRL, or serum from mice with or without hyper-prolactinemia
were added. The plate was incubated and washed; the conjugate
and the specific substrates for each isotype were added. Plates
were read at 405 or 450 nm using an ELISA reader.

RT—PCR for PRL receptor isoforms

TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used to
extract RNA from in vitro differentiated B-GCs or from in vivo
B-GCs, according to the manufacturer’s protocol. cDNA was
generated using ProtoScript II Reverse Transcriptase (New
England BioLabs, MA, USA). Subsequently, for the expression
of the different isoforms of PRL receptor, real-time PCR was
performed using the following primers synthesized by Integrated
DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, USA). As constitutive
gene: B-actin 5'-GAGGAGGCTCTGGTTCAACA- 3’ (reverse)

and 5'-CAGTAAATGCCACGAACGAA-3' (forward) was used.
To determine the PRL receptor isoforms, the primers used were:
long isoform 5-GCTTGAGGAATCAGCCAAGA-3" (reverse)
and 5-AAAGCTGGCCAGATCTTTCTC-3" (forward) and
short isoform 5'-GAGCACAAGAACAGGGGAAA-3’
(reverse) and 5-GGATGGTTTCACAATCCACA-3" (forward).
The samples were analyzed in a LightCycler II thermocycler
(Roche, Germany) using FastStart Essential DNA Green Master
(Roche). With the following conditions: incubation at 95°C for
10 minutes and 40 cycles at 95°C for 10 s, 60°C for 10 s, and 72°C
for 8 s. Relative expression was determined using the 2744
formula. As a positive control of the expression of the short and
the long isoforms of the PRL receptor, the 4T1 murine breast
cancer cell line was used.

Signaling pathway analysis

Differentiated B-GCs without PRL were allowed to settle for
8 h in basal medium. Subsequently, the cells were incubated with
PRL for 30 minutes. The cells were fixed with 1x BD Phosflow
Lyse/Fix Buffer 5x (BD Biosciences)/10 minutes, with BD
Phosflow Perm Buffer III (BD Biosciences); the cells were

permeabilized to determine intracellular STAT1 (anti-pSTAT1
PE, clone A15158B, BioLegend), STAT3 (anti-pSTAT3 PE, clone

13A3-1, BioLegend), and STAT5 (anti-pSTATS5 PE, clone
SRBCZX, eBioscience) phosphorylation. To determine AKT
(anti-pAKT PE, clone REA359, Miltenyi Biotec) and ERK1/2
(anti-pERK1/2 PE, clone 6B8B69, BioLegend) phosphorylation,
cells were treated with IC Fixation Buffer (eBioscience) for 30
minutes at 4°C, washed with FACS buffer or Perm/Wash (BD
Biosciences), and incubated with the antibodies for flow
cytometric analysis for 30 minutes at 4°C. The samples were
read using a MACSQuant Analyzer 10 flow cytometer and the
data were analyzed with FlowJo 10 software.
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Statistical analysis

The Shapiro—Wilks normality test was used to determine the
distribution of the data, finding that the data presented a normal
distribution (p>0.05). The results were analyzed according to the
data distribution (mean and standard deviation). Dependent
variables were compared using the paired Student’s t test. We use
one-way ANOVA and Tukey test as post-hoc when we compare
three or more groups. Results were considered statistically
significant when p<0.05 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
Statistical analysis of the data was performed with SPSS
Statistics 27 software (IBM, Armonk, NY, USA).

Results

High levels of prolactin increase anti-
dsDNA antibodies of the 1gG3 isotype

The concentration of PRL in serum correlates with the levels
of autoantibodies and SLE clinical manifestations in patients
(13). Our group reported that treating MRL/lpr mice with
metoclopramide increases PRL serum levels (15, 16). Thus, we
treated MRL/lpr and control mice with metoclopramide or PBS
or left them untreated (Figure 1A, Supplementary Figure 1). We
confirmed our previously published data that treatment with
metoclopramide increased PRL levels (untreated mice at 8
weeks, 6.77 + 4.46 ng/mL; untreated mice at 15 weeks, 11.93 +
6.35 ng/mL; PBS-treated mice at 15 weeks, 14.94 + 5.12 ng/mL;
metoclopramide-treated mice at 15 weeks, 27.73 + 5.07 ng/mL),
(Figure 1B). We observed an increase in proteinuria and in the
concentration of anti-dsDNA (p<0.001) and anti-histones
(p<0.001) IgG autoantibodies in the MRL/lpr strain treated
with metoclopramide (Figures 1C-E). Although
metoclopramide increased PRL in nonautoimmune C57BL/6
mice, no evidence of elevation of other SLE markers was
observed (Supplementary Figures 1A, B). We found a positive
correlation between the concentrations of anti-dsDNA and anti-
histones antibodies of the IgG isotype and the concentration of
PRL (r=0.707, p=0.0001; r=0.782, p=0.0001) (Figure 1F,
Supplementary Figure 2A). Interestingly, we did not observe
differences between the mice in the optical densities (O.D.) of the
anti-dsDNA and anti-histones antibodies of the IgM isotype
(Figure 1G, Supplementary Figure 2B), and not correlation was
found between PRL and IgM anti-dsDNA antibody (r=-0.3449,
p=0.07808) (Figure 1H). When we determined the O.D. of the
anti-dsDNA and anti-histones antibodies of the different I1gG
isotypes (IgG1, IgG2a, IgG2b, and IgG3), we found an increase
in the O.D. only of the IgG3 isotype in mice with elevated PRL
concentrations (treated with metoclopramide) (mice at 8 weeks,
anti-dsDNA 0.18 = 0.07, anti-histones 0.24 + 0.09; mice at 15
weeks, anti-dsDNA 0.55 £ 0.21, anti-histones 0.40 + 0.09; PBS
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FIGURE 1

Prolactin correlates with increased levels of anti-dsDNA antibodies of the IgG3 isotype. Eight-week-old female MRL/lpr mice were treated
subcutaneously with metoclopramide (meto, 200 ug) in 100 uL of PBS at five doses per week for six weeks. The control group was age and sex-
paired mice that received 100 pL of PBS or no treatment during the same period. (A) Treatment strategy (flow chart). When the treatment was
finished, the mice were sacrificed (Euth), after which the following parameters were measured. (B) The concentration of PRL by ELISA in mice with
different treatments and in mice 8 weeks of age (statistical significant differences: Meto vs PBS p<0.01, Meto vs 15 weeks p<0.001, Meto vs 8 weeks
p<0.001). (C) The concentration of proteinuria using reactive strips for urinalysis (determined every week during treatment). (D) The concentration of
lgG anti-dsDNA antibodies by ELISA (Meto vs PBS p<0.001, Meto vs 15 weeks p<0.001, Meto vs 8 weeks p<0.001). (E) The concentration of IgG
anti-histones antibodies by ELISA (Meto vs PBS p<0.001, Meto vs 15 weeks p<0.001, Meto vs 8 weeks p<0.001). (F) The correlation between the
serum concentrations of anti-dsDNA 1gG antibody and PRL. The optical density (O.D.) of the other isotypes of anti-dsDNA antibodies was also
determined by ELISA. (G) IgM Isotype, (H) correlation between PRL and the O.D. of anti-dsDNA IgM, (I) 1gG1, (J) IgG2a, (K) IgG2b, and (L) IgG3
(statistical significant differences: Meto vs PBS p<0.001, Meto vs 15 weeks p<0.001, Meto vs 8 weeks p<0.001). (M) Correlation between the
concentrations of PRL and anti-dsDNA 1gG3 antibody, and (N) IgG3 anti-histones (Meto vs PBS p<0.01, Meto vs 15 weeks p<0.001, Meto vs 8 weeks
p<0.001). Eight mice were used per condition. Pooled data are presented as the mean + SD. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 using one-way ANOVA
and Turkey s post-hoc test. Correlations were obtained using Pearson’s correlation coefficient.
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anti-dsDNA 0.47 + 0.16, anti-histones 0.71 + 0.09;
metoclopramide-treated mice, anti-dsDNA 1.39 + 0.50
(p<0.001), anti-histone 1.77 £ 0.80 (p<0.001)) (Figures 1I-N,
Supplementary Figure 2C-F). Again, these enhanced levels of
1gG3 autoantibody correlated positively (r=0.7369, p=0.0001)
with PRL concentrations (Figure 1M). We did not observe that
metoclopramide treatment affected total immunoglobulin levels
of IgM and IgG, only the concentration of the IgG3 increased
(Supplementary Figures 2G-L). Thus, PRL increases 1gG3, and
this particular isotype seems responsible for DNA and histone
self-reactivity and the potential for tissue damage.

Elevated prolactin levels increase the
absolute number of germinal center B
cells and antibody-secreting cells

Since isotype switching occurs mainly in the GC, and PRL

was found to correlate positively with anti-dsDNA [gG3
antibody, the absolute numbers of B-GCs (Figures 2A, B) and

ASCs (CD138+IRF4+) (Figures 2C, D) were determined in mice
(untreated, PBS-treated and metoclopramide-treated). We
observed that the mice with the highest levels of PRL
presented the highest absolute numbers of B-GCs (5.34 £ 2.72
X 106 cells, p<0.05) and ASCs (7.00 + 3.11 X 10° cells, p<0.05).
As expected, PBS-treated mice (B-GCs, 2.84 £ 1.60 X 10% ASCs,
3.82 +2.10 X 10° cells), and untreated 15-week-old mice (3.01 +
0.95 X 10% 3.12 + 1.20 X 10° cells) had significantly more B-GCs
and ASCs than 8-week-old mice (1.43 + 0.40 X 10° cells, p<0.05;
and 1.5 + 0.73 X 10° cells, p<0.05; respectively). The PRL serum
levels correlated positively and significantly with the absolute
numbers of B-GCs (r=0.49, p=0.004) and with ASCs (r=0.65,
p=0.0001) (Figures 2E, F). We did not observe a
metoclopramide/PRL effect on B-GCs and ASCs in control
mice (C57BL/6) (Supplementary Figures 1C, D). These
enhanced frequencies of B-GCs and ASCs induced by PRL are
likely responsible for the high levels of self-reactive IgG3.

Prolactin increases the proliferation of
B-GCs

We determined whether PRL affects B-GC differentiation in
vitro in MRL/lpr mice compared with C57BL/6 controls and
included the MRL mouse strain, which is the parental strain for
MRL/Ipr. For this, we obtained splenic B cells from female 8-
week-old mice in which there were no differences between the
frequencies of developing B-GCs (Figure 3A). After purification,
B cells were stimulated with anti-CD40 and anti-IgM antibodies
and incubated with or without PRL (50 ng/mL). We found that
the B cells from the MRL/lpr strain had a significant increase in
the frequency of B-GCs (37.02 £ 4.89%) compared with the MRL
(2591 * 6.65%; p<0.01) and C57BL/6 (14.61 £ 4.89; p<0.001)
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strains, which was also visualized by t-distributed stochastic
neighbor-embedded (t-SNE) projections (Figures 3A, B) (24).
Moreover, PRL further increased the percentage of B-GCs only
in the MRL/lpr strain (without PRL, 37.02 = 4.89%; with PRL,
55.41 * 8.20%; p=0.001) (Figure 3A). This B-GC percentage
increase was only observed when the MRL/lpr mouse B cells
were incubated with suboptimal concentrations of anti-IgM (2.5
pg/mL) and anti-CD40 (2.5 ug/mL) antibodies (Figure 3A).
The effect of PRL was not observed at higher concentrations
of anti-IgM antibodies (5 lg/mL and 10 pg/mL) (Figure 3C).
This may be because B cells can secrete PRL, and this
endogenous PRL could affect the effect of the exogenous PRL
added to the cultures. Therefore, the presence of PRL in the B-
GCs and in the supernatants of B cells incubated with a constant
concentration of anti-CD40 antibody (2.5 ug/mL) and with
different concentrations of anti-IgM antibody was determined.
We observed that B-GCs produced PRL by immunofluorescence
staining (Figure 3D). To confirm that B-GC cells are secreting

PRL, the presence of PRL in the supernatants of B cells was
determined by measuring the percentage of Nb2 cell

proliferation (cells that need PRL to proliferate). We found
that the supernatant of the B cells incubated with a constant
concentration of anti-CD40 (2.5 ug/mL) and anti-IgM
antibodies a different concentration (5 and 10 pg/mlL),
increased the proliferation of the Nb2 cells (63.00 + 7.76%,
p<0.001 and 59.03 £ 3.66%, p<0.01, respectively) compared with
the supernatant of the cells incubated with the lowest anti-IgM
tested (2.5 ug/mL; 45.58 £ 3.29%). As a control for this assay, we
used medium (43.11 £ 4.23%) (Figures 3L, I). Also, the Nb2
proliferation decreased when the supernatant from B cells was
pre-incubated with an antibody against PRL (IgM 5 ug/mL =
47.06 + 1.38 p<0.001; IgM 10 pg/mL = 42.10 + 0.40 p<0.001).
These data suggest that PRL further exacerbates MRL/lpr mice, a
strain already inclined to have an active B-GC
differentiation pathway.

To establish the possible mechanism by which PRL increases
the percentage of B-GCs, we determined the expression of the
activation molecules CD80 and CD86 24 h after PRL
stimulation. However, PRL did not affect the expression of
these proteins (Figures 3G, H), suggesting that PRL does not
increase B cell activation. We also determined whether PRL

could promote differentiation into B-GCs by measuring the
expression of BCL6, a transcription factor essential for the GC

reaction and B-GC formation. We found that BCL6 expression
was higher in the B-GCs of the mice that developed SLE
compared with the control strains (p<0.001), further
supporting that the B cells of the MRL/lpr strain are prone to
form B-GCs (Figure 3I). Although, the expression of BCL6
measured through MFI did not increase (Figure 3I), the
percentage of BCL6+ B-GC cells increased when the cells were
differentiated with PRL (Figure 3]). Thus, we interpretate these
data as PRL may not increase the B-GC cell differentiation, but
that it may promote an alternative mechanism to increase the
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FIGURE 2

In MRL/lpr mice the increase in prolactin concentration correlates with the absolute number of germinal center B cells and antibody-secreting cells.
Eight-week-old female MRL/lpr mice were treated subcutaneously with metoclopramide (meto) at five doses per week for six weeks, while the
control group was age and sex-paired mice that received 100 pL of PBS or no treatment during the same period. At the end of the treatment, cells
were stained with Ghost Red-APC-Cy/ (cell viability) and antibodies against CD19- PerCP-Cy5.5, GL7-Pacific Blue, BCL6-PE, IRF4-PE-Cy7 and
CD138-PE. (A) Flow cytometry analysis strategy to gate on B-GC cells, FSC-H x FSC-A was used to excluded doublets; lymphocytes were gated on
FSC-A x SSC-A plot and live cells were gated in the Ghost Red negative. The CD19+GL7+ cells represent the B-GCs. (B) Absolute number of B-GCs
(statistical significant differences: Meto vs PBS p<0.05, Meto vs 15 weeks p<0.05, Meto vs 8 weeks p<0.001). (C) Flow cytometry analysis to gate on
antibody-secreting cells (CD138+IRF4+). (D) Absolute number of antibody-secreting cells (CD138+IRF4+), (statistical significant differences: Meto vs
PBS p<0.05, Meto vs 15 weeks p<0.01, Meto vs 8 weeks p<0.001). (E) Correlation between PRL concentrations and the absolute numbers of B-GCs.
(F) Correlation between PRL concentrations and the absolute number of ASCs. Eight mice were used per condition. Pooled data are presented as
the mean + SD. * p < 0.05 using one-way ANOVA and Tukey s post-hoc test. Correlations were obtained using Pearson’s correlation coefficient.
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FIGURE 3

Prolactin increases the percentage of B-GCs in vitro. B-cell splenocytes from female 8-week-old C57BL/6, MRL, and MRL/lpr mice were purified by
MACS cell separation (Time zero). The cells were differentiated into B-GCs with anti-CD40 (2.5 pg/mL) and anti-IgM (2.5 ng/mL) antibodies with or
without PRL (50 ng/mL) for 48 h. B cells were stained with a viability marker (Ghost Red-APC-Cy7) and antibodies against CD19-PerCP-Cy5.5, GL7-
Pacific-Blue and BCL6-PE. (A) Percentage of differentiation of B-GCs. (B) t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) plots for each mouse
strain showing an enriched GL7-expressing population in the MRL/lpr mice. Eight independent experiments were performed. (C) Purified B cells
from MRL/lpr mice were differentiated with anti-CD40 antibody (2.5 pg/mL) and with different concentrations of anti-lgM antibody (5 pa/mL and 10
pg/mL) with or without PRL (50 ng/mL) for 48 h. Five independent experiments were carried out, and each experiment was done in duplicate.

(D) Immunoflucrescence staining of PRL produced by B-GC cells. (E) The presence of PRL in the supernatants of B-GC cells was determined by
measuring the proliferation of Nb2 cells. CFSE-labeled Nb2 cells were incubated with supernatants of B-GCs that were differentiated with anti-
CD40 (2.5 pg/mL) and different concentrations of anti-IgM (2.5, 5, and 10 pg/mlL), six independent experiments were carried out. The controls were
medium alone or medium plus anti-PRL antibody. In the latter, supernatants were pre-incubated with anti-PRL antibody to block PRL activity, three
independent experiments were carried out, and each experiment was done in duplicate. (F) Representative histograms of Nb2 cell proliferation.
Purified B cells were incubated with anti-CD40 (2.5 ng/mL) and anti-IgM (2.5 pg/mL) antibodies with or without PRL (50 ng/mL) for 24 h, and the
cells were stained with Ghost Red and antibodies against CD19-PerCP-Cy5, CD80-PE, and CD86-PE. Mean fluorescence intensity (MFI) of

(G) CD80 and (H) CD86. Purified B cells were stimulated as in (A) and then stained with Ghost Red and antibodies against CD19, GL7, and BCL6.

() MFI of BCL6 in B-GCs, (J) percentage of CD19+ BCL6+ cells (B-GCs) and (K) percentage of surviving B-GCs differentiated for 48 h in the
presence and absence of PRL. Six to eight independent experiments were carried out. Pooled data are shown as the means + standard deviations
(SD). ** p < 0.01, *** p < 0.001 using one-way ANOVA and Tukey s post-hoc test.
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number of differentiating B-GCs. PRL can increase the survival
of immature B cells in MRL/lpr mice (20). However, we did not
observe an increased survival of PRL-treated B-GCs in the
culture conditions (Figure 3K). Therefore, the PRL-mediated
enhanced survival of differentiating B-GCs does not explain their
increased frequency.

The t-SNE visualization of B-GCs from the MRL/Ipr strain
shows that the cells were clustered into two distinct populations
in the presence of PRL (Figure 4A). Since PRL favors an increase
in the percentage of B-GCs without affecting their activation or
differentiation into BCL6+ B-GCs, we determined whether PRL
could affect their proliferation. We observed an increase in the
percentage of Ki67* B-GCs when the in vitro differentiation was
carried out in the presence of PRL (without PRL, 11.70 + 4.76%;
with PRL, 18.68 + 5.13%; p=0.0135) (Figure 4B). This was
verified by carrying out proliferation assays with CEFSE, the
proliferation index increased when the B cells were
differentiated with PRL (Figure 4C). The effect of PRL on

proliferation was confirmed using purified FO B cells (instead
of total B cell splenocytes) sorted from 8-week-old MRL/lpr mice

(Figure 4D). We observed that PRL also favors the proliferation
and formation of B-GCs when FO B cells are used
(Figures 4E-G).

Prolactin increases the concentration of
IL-6 in B-GCs supernatants

Although the GC is maintained by the expression of multiple
cytokines, most of them are secreted by reticular or dendritic
follicular cells. Of particular interest is IL-6, since it is also
secreted by B-GCs (25). We assessed whether
hyperprolactinemic MRL/lpr mice increased the secretion of
IL-6 and found enhanced levels of IL-6 in metoclopramide-
treated mice (p<0.05), and a positive correlation between the
levels in serum of PRL and IL-6 (Figures 5A, B). Since these
systemic IL-6 levels may be explained by multiple factors
affecting the MLR/lpr mice, we also measured the
concentration of IL-6 in the supernatants of the in vitro
differentiated B-GCs in the presence and absence of PRL. We
found that the IL-6 concentration and the percentage of IL-6+

cells increased when the cells were differentiated in the presence
of PRL (Figures 5C-E), further supporting that PRL promotes

IL-6 secretion in B-GCs in lupus-prone mice.

Prolactin favors the differentiation of
antibody-secreting cells and increases
the concentration of the IgG3 isotype

IRF4 is a critical transcription factor for initiating the
differentiation of ASCs (26, 27). Our results showed that PRL
increased IRF4 expression in B-GCs only in MRL/lpr mice
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(without PRL, 3560 + 114.98 MFL with PRL, 3798 + 160.17
MFI, p<0.05), probably favoring differentiation to ASCs
(Figures 6A, B). We determined the percentage of ASCs
(CD138+IRF4+) after differentiating B cells for 5 days with or
without PRL (50 ng/mL). The results showed that the B cells
from the MRL/lpr strain had a higher potential for ASC
differentiation (11.81 + 1.77%) than the B cells from the MRL
(8.19 £ 1.70%; p<0.05) and C57BL/6 strain (4.75 £ 0.98%;
p=0.001). PRL further increased this potential to form ASCs in
the MRL/lpr strain (15.10 = 1.60%; p<0.01) (Figure 6C). The
concentration of the different isotypes of antibody present in the
supernatants was also determined, which confirmed that the
IgG3 isotype concentrations increased in the supernatants of the
MRL/lpr strain B cells that were differentiated with PRL (p<0.05)
(Figures 6D-G). This was not observed in the other two strains

(Supplementary Figures 3, 4).

Prolactin signals through STAT1 on
B-CG cells

Finally, the pathway by which PRL signals in B-GCs was
determined. There are different isoforms of the PRL receptor in
mice (short and long isoforms), and the different isoforms signal
through different pathways. We first determined the isoform of
the PRL receptor expressed in B-GC cells from 15 weeks MRL/
Ipr mice (in vivo) and in in vitro differentiated B-GCs by real-
time PCR. We used the breast cancer cell line 4T1 as a control
for expression of both isoforms (Supplementary Figure 5A). We
observed that mainly the long isoform was expressed in B-GC
cells (Figure 7A). However, both isoforms were expressed in B-
GC cells from C57BL/6 and MRL mice (Supplementary
Figure 5B). Since STAT1, STAT3, STATS5, AKT, and ERK can
be activated by the long isoform of the PRL receptor, the
phosphorylation (p) of each of these proteins in B-GCs was
determined by phospho flow cytometry. Our results
demonstrated that PRL increased the percentage of pSTATI1+
B-GCs and the MFI of pSTATI in both the MRL/lpr
(Figures 7B-D) and MRL mice (Supplementary Figures 5C, D).
PRL also slightly increased the percentage of pAKT only in the
MRL/lpr mice but without an increase in the MFI (Figures 7E, F,

Supplementary Figure 5). PRL did not influence the percentage
of positive cells (Figures 7G-1, Supplementary Figure 5) or the

MFIs (not shown) of pSTAT3, pSTATS5, and pERK in B-GCs.
Taken together, these data support that B-GCs from the SLE-
prone MRL/Ipr mouse strain express the long PRL receptor and
that PRL signals through this receptor are mediated by pSTAT1
and perhaps pAKT. PRL signaling favors the expansion of these
cells and the differentiation of significantly more autoreactive
ASCs with the capacity to secrete larger numbers of IgG3
antibodies, some directed against autoantigens, such as DNA
and histones, and with the potential to lead to tissue damage (see

Figure 8 for our current working model).
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Prolactin increases B-GC cell proliferation. Purified B cells from 8-week-old female C57BL/6, MRL, and MRL/lpr mice were differentiated into B-
GCs with or without PRL (50 ng/mL) for 48 h, and then stained with Ghost Red-APC-Cy7- and antibodies against CD19-PerCP-Cy5.5, GL7-
Pacific Blue, BCL6-PE, Ki67-Alexa488, and IRF4- PE-Cy7. (A) t-SNE plots for each mouse strain. (B) Percentage of Ki67-expressing B-GCs in
MRL/lpr mice. (C) B-GCs proliferation index. Eight independent experiments were performed, * p < 0.05. Follicular B cells (FO) from 8-week-old
female MRL/lpr mice were sort-purified and differentiated to B-GCs with or without PRL (50 ng/mL). (D) Demonstration of the gating strategy to
sort FO-B cells. (E) Percentage of Ki67 expression in B-GCs (from FO cells), (F) examples of zebra plots of Ki67+ cells, and (G) percentage of
differentiated B-GCs (from FO cells). Three independent experiments were carried out, and each experiment was conducted in triplicate. * p <

0.05, *** p < 0.001 using a Student’s T test for paired samples.

Discussion

A positive correlation between PRL and anti-dsDNA antibody
concentrations has been demonstrated in SLE patients (13), and
women with hyperprolactinemia have a higher prevalence of
autoantibodies (14). However, the molecular mechanism
through which PRL increases autoantibody levels is unclear.
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Here, we observed a positive correlation between serum
concentrations of PRL and anti-dsDNA autoantibodies of the
IgG3 isotype (r=0.7369; p=0.0001), while IgM was negatively
correlated (r=-0.3449; p=07808), suggesting a potential influence
of PRL in class-switch recombination, a central process of the GC
reaction (28). In the MRL/lpr and other murine models of
autoimmunity, the presence of spontaneous GC has been
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Prolactin increases the concentration of IL-6. Eight-week-old MRL/lpr female mice were left untreated or were treated with PBS or
metoclopramide (meto) for six weeks (in vivo). (A) The IL-6 serum concentration was determined by a cytometric bead array (statistical
significant differences: Meto vs PBS, p<0.01; Meto vs 15 weeks, p<0.05; Meto vs 8 weeks p<0.001). (B) Correlation between IL-6 and PRL
concentrations. Eight mice per condition were used. Pooled data are presented as the mean + SD. *p<0.05, using one-way ANOVA and Tukey s
post-hoc test. Correlations were obtained using Pearson’s correlation coefficient. Purified B cells from eight-week-old female MRL/lpr mice
were differentiated into B-GCs with or without PRL (50 ng/mL) for 48 h, then incubated for five hours with a cell activation cocktail (plus protein
transport inhibitors), and stained with Ghost Red and antibodies against CD19, GL7, and IL-6 (in vitro). (C) IL-6 concentration in B-GCs
supernatants. (D) Percentage of IL-6+ B-GCs and (E) example of a zebra plot of IL-6 expression. Nine independent experiments were

performed. **p< 0.01, using a Student’'s T test for paired samples.

demonstrated in the absence of detectable infection or
immunization (2, 29). Different factors contribute to the
development of spontaneous GC and enhanced risk of
developing autoimmunity in humans and mice, such as BAFF
(30, 31) and IFNy-receptor (32, 33) overexpression, inflammatory
cytokines, constitutive CD40 signaling (34), and human
endogenous retrovirus (HERV) expression (35), etc. PRL could
act as one of these factors, since our results also showed a positive

correlation between PRL levels and absolute numbers of B-GCs in
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the spleen, and in vitro differentiation of FO B cells showed
preferential formation of B-GCs.

It will be interesting to study whether other hormones that have
been associated with SLE activity and whose secretion is also
induced by metoclopramide, such as growth hormone (36, 37),
and estrogens (38, 39) could also influence the formation of GC.

PRL does not seem to affect the formation of mature FO and
MZ B cells, since we did not find differences in the absolute

numbers of these populations (16). However, in T cells PRL
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Prolactin promotes the development of IRF4+ antibody-secreting cells, and an enhanced concentration of IgG3 antibodies. Purified B cells from
8-week-old female MRL/lpr mice (Time zero) were differentiated into B-GCs with or without PRL (50 ng/mL) for 48 h and stained with Ghost
Red and antibodies against CD19, GL7, BCL6, and IRF4. (A) MFI of IRF4. (B) t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) plots showing
the population with enhanced expression of IRF4. Pooled data are presented as the mean + SD *p< 0.05 using a Student’s T test for paired
samples. B cells purified from 8-week-old female C57BL/6, MRL/lpr, and MRL mice were differentiated into ASCs with or without PRL (50ng/
mL) for five days, and cells were stained with Ghost Red and antibodies against CD19, GL7, CD138, and IRF4. (C) Percentage of differentiation to
ASCs (CD138+, IRF4+). Eight to nine independent experiments were performed. Pooled data are presented as the mean + SD. **p < 0.01, ***p <
0.001 using one-way ANOVA and Tukey s post-hoc test. In the supernatants of these cells, the concentrations of the isotypes (D) IgM., (E) 1gG1,
(F) 19G2b, and (G) IgG3 were determined by ELISA. *p< 0.05 using a Student’s T test for paired samples.

increases the expression of CD25 and CD69 (activation
molecules) on T cells (40, 41), and of OX40 on follicular T
cells (42). We did not observe an effect of PRL on the expression
of the B-cell activation markers CD80 and CD86. This is
consistent with other studies in healthy subjects where B cells
were incubated with PRL, and no effect on the expression of
CD40 and CD86 was observed. Nevertheless, an increase in
antibody production was reported (43). Therefore, PRL seems to
differentially affect B cells and T cells.

- PRL is a multifunctional hormone that is essential for the
survival and proliferation of different cell types, both immune
and nonimmune (44, 45). PRL regulates apoptosis by increasing
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the expression of antiapoptotic genes in both T cells (46), and
immature B cells (20). Although in immature B cells from MRL/
lpr mice, PRL can increase the survival and protect against
apoptosis, it did not have this effect on already differentiated
mature B cells (B-GCs), even though both cells express the long
isoform of the receptor. This difference may be due to differential
signaling pathway activation mediated by PRL at each stage of B-
cell maturation, while in immature B cells, it seems to
preferentially activate STAT3 (20). We observed here that it
preferentially activates STAT1 in B-GC cells.

Interestingly, activation of STAT1 in B-GCs by PRL
correlates with an increase in their proliferation, as measured
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FIGURE 7

PRL signals through the long receptor isoform and STAT1 in B-GCs. B cells purified from female MRL/lpr mice were differentiated into B-GCs
for 48 h (in vitro), and B-GC cells were obtained directly from 15-weeks-old female MRL/lpr mice (in vivo). (A) The relative expression and
identity of the PRL receptor isoforms were determined by real-time (RT)-PCR (normalized to the endogenous gene B-actin and using the breast
cancer cell line 4T1 as a control for the expression of both isoforms). To determine the percentage of phosphorylated cells, B-GCs were
differentiated for 48 h, left in medium for 8 h and then stimulated for 30 min with PRL to determine (B) zebra plots of pSTATL, (C) the
percentage of pSTATL, (D) MFI of pSTATL (E) the percentage of pAKT, (F) MFI of pAKT, and the percentages of (G) pSTAT3, (H) pSTATS, and (1)
pERK. Six independent experiments were performed. Pooled data are presented as the mean + SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ns, no statistical
differences using a Student’s T test for paired samples.
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Mechanism of action of PRL in germinal center B cells (B-GCs) in SLE-susceptible mice. B-GCs from MRL/lpr mice that develop SLE express the
long isoform of the PRL receptor. PRL can signal to a greater extent through STAT1 and increase the proliferation of B-GCs. Additionally, PRL
can induce an increase in IRF4, which would favor ASC differentiation (CD138+IRF4+) and an increase in autoantibodies, especially of the IgG3
isotype, which could lead to the formation of immune complexes capable of depositing in multiple organs and causing tissue damage.

by the number of Ki67+ B-GCs and an enhanced proliferation
index (CFSE assay), suggesting that signaling through STAT3
favors survival of immature cells, while signaling through
STAT1 favors proliferation of B-GCs. In agreement with these
results, STAT3 is central to the transcriptional activation of the
prosurvival genes Bcl2ala, Bel212, and Birc5 (20). This is also
supported by the report that IFNY receptor (IFNY-R) signaling
controls spontaneous GC formation through phosphorylation of
STATI and that proliferation and the percentage of B-GCs are
affected in IFNy-R"’ " mice (47). Furthermore, in MRL/Ipr mice,
the expression of STATI has been associated with increased
kidney nephritis in MRL/Ipr mice (48). Therefore, PRL could
have a synergistic effect with the cytokines that phosphorylate
STATI, such as [FNYy, and that is important for GC formation
(47). In future research, it will be important to determine the

genes regulated by PRL and STATI signaling in B-GCs.
The increase in the proliferation of B-GCs by PRL also

resulted in an increase in the percentage of IL6+ cells, and
elevated concentrations of 1L-6 in the serum of mice and
supernatants of differentiated B-GCs correlated with high PRL
concentrations. IL-6 serum levels are markedly increased in mice
with autoimmunity (25, 49), and human patients with SLE (50,
51). IL-6 is required for the GC formation because it facilitates
the expression of master regulator BCL6 in helper follicular T-
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cell differentiation. In B cells, the activation of STAT3 by IL6 is
critical for initiating ASC differentiation programs (52, 53).

The generation of ASCs requires silencing of B-cell
transcriptional programs and activation of a unique ASC
transcriptome geared toward the production of large amounts
of antibodies. This transition is achieved through the concerted
function of the transcription factors XBP1, IRF4 and BLIMP1.
We observed that PRL increased the levels of IRF4 in B-GCs.
This increase, together with the increase in the concentration of
IL-6 that activates the STAT3 pathway (27, 52, 54, 55), probably
triggers ASC differentiation, leading to both an expansion in the
absolute number of ASCs and an increase in the levels
of autoantibodies.

The presence of autoantibodies against nuclear antigens,
mainly against dsDNA, in the MRL/Ipr strain has been

extensively reported (56, 57). However, those studies only
report the isotype (IgG). In the few studies in which IgG

subclasses were determined, the main subclasses reported were
IgG2a and IgG3 (58-62). We observed a remarkable specific
correlation between PRL and anti-dsDNA and anti-histone
antibodies of the IgG3 isotype. IgG3 protects mice against
different bacterial infections (63). IgG3 is also the principal
IgG isotype associated with kidney damage in mice. IgG3
causes glomerular injury independent of activation of
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complement. This capacity to induce damage may be due to
other properties of IgG3. For instance, it has been shown that
Ig(3 has an ability to form non-covalent oligomers (64, 65), and
this capacity of self-association seems to provide multivalent
properties to IgG3 (66). For example, IgG3 induces
hemagglutination with similar efficacy as IgM (67). In 2021
Alicja Karabasz et al, reported that an unknown IgG3-specific
receptor is expressed on the surface of J774A.1 and P388D1
monocyte/macrophage-like cells (39). Activation of monocytes/
macrophages through this receptor may contribute to Kidney
damage. Furthermore, monoclonal antibodies of the 1gG3
isotype directed against dsDNA were found to cause lesions
similar to those described in human lupus nephritis in MRL/Ipr
(68) and (NZBxNZW)F1 (69). Hence, the IgG3 anti-dsDNA
antibodies are an important factor in the development of
glomerular lesions in the strains of mice that develop SLE (58,
70, 71). Thus, the kidney damage (proteinuria) repeatedly seen
in mice with elevated PRL levels may be due to the increase in

the pathogenic anti-DNA 1gG3 autoantibodies. It is necessary to
thoroughly dissect the specific mechanisms by which PRL

facilitates the formation of IgG3-producing self-reactive ASCs
to devise precision therapies.

Limitations of the study

Among the weaknesses of the study is the lack of a more
detailed B-GC analysis of the genes regulated by the PRL-
activated pSTAT1 pathway that led to the preferential
formation of IgG3-secreting autoreactive ASCs. We were also
unable to block PRL receptor signaling in vivo to assess whether
the lupus symptoms in the MRL/lpr mice would ameliorated.
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